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RESUMO 
 A macaúba (Acrocomia aculeata) é uma palmeira oleaginosa nativa de florestas 
tropicais e apresenta ampla distribuição geográfica ao longo do país. Atualmente há um grande 
interesse no óleo produzido a partir dos frutos, que pode ter utilidade nas indústrias 
farmacêutica, cosmética, alimentícia e, mais recentemente, na produção de biodiesel, passando 
a ser uma opção sustentável para a produção de energia. O óleo do fruto está concentrado 
principalmente no mesocarpo e endosperma, tornando esses tecidos alvo para análises. 
Portanto, o presente trabalho busca compreender como se dá a biologia dos frutos de macaúba 
no período final de amadurecimento, buscando determinar quais processos estão relacionados 
a produção e biossíntese de óleo nos dois tecidos mais representativos, mesocarpo e 
endosperma, e correlacionando com os principais genes envolvidos da rota metabólica de 
ácidos graxos. Para isso, foram analisados 18 genótipos de macaúba em três tempos de 
maturação do fruto (T1-quatro meses antes da maturação, T2-dois meses antes da maturação e 
o T3-fruto maduro) e em dois anos (ANO1-2013 e ANO2-2014). Foram realizadas análises de 
biometria, teor e composição dos óleos de mesocarpo e endosperma. Para identificar e 
compreender como os genes de biossíntese de ácidos graxos atuam no desenvolvimento de 
macaúba, foi realizado RNAseq de seis amostras, assim como análises de expressão diferencial 
no mesocarpo e no endosperma. A partir dos dados gerados foi possível perceber que a 
morfologia dos frutos, assim como o óleo do endosperma e a sua composição não sofrem 
alterações significativas no final da maturação dos frutos, porém o mesocarpo apresenta 
alterações quanto ao teor de óleo e perfil de ácidos graxos, o que permitiu estabelecer relação 
com genes da rota biossintética de ácidos graxos. No óleo do endosperma também foi possível 
fazer essa relação, mas foi mais sutil. Esses dados permitem compreender melhor a biologia e 
ecologia da macaúba, contribuindo para as práticas agrícolas que venham a ser desenvolvidas 
e possibilitando futuros estudos que possam melhorar a qualidade do biodiesel e aplicações nas 
diversas indústrias. 
 
Palavras chave: biossíntese de ácidos graxos, expressão gênica, melhoramento genético. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
The macauba palm (Acrocomia aculeata) is an oil palm native from tropical forests and has a 
wide geographic distribution throughout the country. Currently there is a great interest in the 
oil produced from the fruits, which may be useful in the pharmaceutical, cosmetic, food and, 
recently, in the production of biodiesel, becoming a sustainable option for energy production. 
The oil of the fruit is mainly concentrated in the pulp and kernel, making these tissues target 
for analysis. Accordingly the present work seeks to understand how the biology of macauba 
palm fruits occurs in the final ripening stage, trying to determine which processes are related to 
oil production and biosynthesis in the two most representative tissues, pulp and kernel, and 
correlating with the main genes involved in the metabolic pathway of fatty acids. Thereupon, 
18 genotypes of macauba palm were analyzed in three ripening stage (T1-four months before 
ripening, T2-two months before ripening and T3-ripe fruit) and in two years (YEAR1-2013 and 
YEAR2- 2014). Analysis of biometry was realized, content and composition of pulp and kernel 
oils. To identify and understand how the fatty acid biosynthesis genes act in the development 
of macauba palm, RNAseq of six samples was performed, as well as analyzes of differential 
expression in the pulp and the kernel. As a consequence of the data generated, it was possible 
to perceive that the fruit morphology, as well as the kernel oil and its composition do not 
undergo significant changes at the end of the ripening of the fruits, although the pulp presents 
alterations regarding the oil content and fatty acid profile, which allowed to establish 
relationship with genes of the fatty acid biosynthetic route. In kernel oil it was also possible to 
make this relationship, but it was more subtle. These data allow a better understanding of the 
biology and ecology of macauba palm, contributing to the agricultural practices that may be 
developed and enabling future studies that can improve the quality of biodiesel and applications 
in various industries. 
 
Key words: fatty acid biosynthesis, gene expression, genetic improvement. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Acrocomia aculeata 
A macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) pertencente à família 
Arecaceae e é uma palmeira nativa da América tropical e sub-tropical. Devido à sua diversidade 
fenotípica é também referida como A. intumescens ou A. totai (Pires et al., 2013). Possui ampla 
distribuição geográfica, ocorrendo desde o sul do México e Antilhas até o sul do Brasil, 
chegando ao Paraguai e Argentina (Scariot et al. 1995). No Brasil é encontrada do Pará até São 
Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul, em cerradões e matas semi-decíduas (Lorenzi, 
2010). É uma palmeira arborescente, perene, heliófita, monóica, cujo caule simples pode atingir 
de 10 a 15 metros de altura e 20 a 30 cm de diâmetro (Lorenzi, 2010).  
Produz múltiplas inflorescências em espádice que são hermafroditas (Scariot et al. 
1995). A macaúba é auto-compatível, possui sistema reprodutivo misto, com predominância de 
cruzamentos, porém há um certo grau de cruzamentos endogâmicos, provavelmente devido à 
limitação do voo dos polinizadores e à restrição da dispersão das sementes. 
 Embora as sementes possam ser dispersas por animais de grande porte, a maioria é 
dispersa por gravidade, permanecendo, assim, sob a árvore-mãe (Abreu et al., 2012). 
Com abundante floração e frutificação, a macaúba produz cachos exagerados que 
podem pesar mais de 25 kg, são compostos de suculentas drupas ricas em óleo (Scariot et al. 
1995; Lorenzi, 2010; Ribeiro et al. 2011). O fruto maduro é globoso, de epicarpo lenhoso verde-
amarelado e liso, com 3,5 a 5,0 cm de comprimento, constituído de mesocarpo amarelo, fibro-
mucilaginoso, com uma castanha interna dura que contém em seu interior de uma a três 
endospermas oleaginosas com embrião claviforme (Figura 1). 
A macaúba é considerada a palmeira de maior ocorrência no Brasil, crescendo 
naturalmente em grandes populações e é bem adaptada a diferentes ecossistemas, podendo ser 
utilizada para reabilitar áreas de pastagens degradadas ou em práticas agroflorestais (Motta et 
al, 2002; Aquino et al., 2008; Motoike & Kuki, 2009). Apesar de suas perspectivas econômicas, 
a macaúba ainda não foi domesticada e sua exploração tem sido realizada através de 
extrativismo, muitas vezes ineficiente, podendo levar à baixa produtividade e má qualidade dos 
produtos obtidos. A instalação de lavouras comerciais enfrenta uma série de dificuldades, 
incluindo o desconhecimento de suas exigências ecológicas (Pires et al., 2013).  
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 3.2 Biodiesel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Floração, frutificação e fruto de macaúba. (A) inflorescência em espádice, (B) cachos de frutos e (C) 
corte longitudinal do fruto. 
 
Como espécie pioneira, a macaúba resiste a diversas ameaças ambientais recorrentes em 
regiões tropicais secas, como longos períodos sem água, alto déficit de pressão de vapor, fogo 
natural, solo de baixa qualidade e alta irradiação solar (Henderson et al. 1995; Lorenzi et al. 
2010). 
Estima-se que plantios comerciais com indivíduos selecionados possam render de 16 a 
25 mil kg de frutos.ha.ano-1 e a produção anual de óleo podendo chegar a 6200 kg.ha-1, 11500 
kg.ha-1 de torta e 3000 kg.ha-1 de carvão (Coimbra & Jorge, 2011), apresentando potencial de 
produção superior ao dendê (Elaeis guineensis), responsável pela maior produção de óleo 
vegetal no mundo, tendo, portanto, um importante papel como cultura oleaginosa alternativa ao 
óleo de palma (Motoike & Kuki, 2009). 
O mesocarpo e endosperma da macaúba apresentam baixa acidez (pH próximo de 5,5), 
favorecendo suas características sensoriais (Mooz et al., 2012) e não apresentam fatores anti-
nutricionais, como ocorre com importantes espécies oleaginosas, como o pinhão-manso 
(Gandhi et al., 1995) e mamona (Ogunniyi, 2006), podendo ser consumido in natura, ou na 
forma de sorvetes e doces (Ramos et al., 2008). Da mesma forma, após extração do óleo de 
ambas frações do fruto, a torta restante pode ser adotada para alimentação de animais 
ruminantes (Carrera et al., 2012) e não ruminantes (César et al., 2015). 
B A 
C 
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Apesar do valor nutricional o principal produto explorado nesta palmeira são o óleo do 
mesocarpo e do endosperma, fornecendo também a possibilidade de uso integral das frações de 
seus frutos (Pires et al., 2013). A biomassa derivada do endocarpo e epicarpo podem ser 
utilizadas como combustível ou convertidos em briquetes de carvão (Hiane et al., 2005; 
Lescano et al., 2015; Ferrari & Azevedo Filho, 2012). 
O teor de óleo encontrado no endosperma é superior a 50%, sendo rico em ácidos graxos 
saturados de cadeia curta, especificamente ácido láurico, tornando-se matéria prima para 
fabricação de bioquerosene, cosméticos e fármacos (Coimbra & Jorge, 2011; Ciconini et al., 
2013; Navarro-Díaz et al., 2014; Machado et al., 2015; Del Río et al., 2016). 
No mesocarpo o conteúdo de óleo pode ser superior a 70%, possui alta porcentagem de 
ácidos graxos insaturados e baixa concentração de ácidos graxos saturados, perfil semelhante 
ao encontrado em outros óleos comestíveis como o óleo de oliva, amendoim e canola, 
apresentando alto potencial de uso na indústria alimentícia (Coimbra e Jorge, 2011; Ferrari & 
Azevedo Filho, 2012; Ciconini et al., 2013; Del Río et al., 2016).  
Por ser rico em ácido oleico o óleo do mesocarpo também desperta grande interesse na 
produção de biodiesel de alta qualidade (Pires et al., 2013; Aguieiras et al., 2014), pois aumenta 
a estabilidade e melhora a operabilidade em baixas temperaturas (Singh & Singh, 2010). Além 
de apresentar número de cetano maior que 51 em sua cadeia carbônica, característica importante 
para a produção de biocombustíveis, pois afeta uma série de parâmetros de desempenho do 
motor, como combustão, estabilidade, drivabilidade, fumaça branca, ruído e emissões de CO e 
HC (Mythili et al., 2014; Skrbic et al., 2015).  
Diante deste importante uso do óleo do mesocarpo a macaúba se encaixa na nova 
perspectiva de sustentabilidade e consciência ambiental despertada nos últimos anos, que busca 
diminuir a emissão de poluentes gerados pela combustão de combustíveis fósseis e a procura 
por alternativas renováveis na produção de biocombustíveis. Atualmente a produção de óleo 
vegetal e gordura animal não é suficiente para substituir o uso do combustível fóssil, por isso é 
importante buscar novas matérias-primas com alta produtividade que sejam agronomicamente 
e economicamente viáveis, como a macaúba. 
Além de seu potencial para produção de biocombustível a macaúba está entre as 
espécies mais promissoras e importante opção econômica como fonte vegetal de óleo 
comercialmente explorada (Vianna et al., 2017).  A produção mundial de óleo vegetal é de 187 
milhões de toneladas (USDA, 2017) com previsão de aumento crescente em razão do 
crescimento do consumo de alimentos (Carrasco, 2013) e da aplicação em biocombustíveis 
(Byerlee et al., 2016). Do total produzido, 80% é utilizado em alimentos e 20% de uso industrial 
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(USDA, 2017). Apenas duas espécies, dendê e soja, respondem por quase 70% desse total 
produzido (USDA, 2017), o que sugere que outras fontes vegetais de óleo devam ser 
comercialmente exploradas. A macaúba é uma opção para suprir esse déficit de produção de 
óleo. 
Para tornar essa importante matéria prima economicamente e agronomicamente viável 
é necessário o conhecimento das características dos seus óleos. As propriedades físicas e 
químicas dos óleos vegetais são determinadas pela natureza dos seus ácidos graxos (Redá & 
Carneiro, 2007). Os diferentes tipos de ácidos graxos da composição do óleo, como 
comprimento da cadeia e quantidade de insaturações, podem representar o fator de maior 
relevância sobre suas características e aplicações (Knothe, 2005). Além disso, os fatores 
genético e ambiental podem influenciar nas proporções dos ácidos graxos saturados e 
insaturados presentes no óleo (Moretto & Fett, 1988). 
No entanto, as pesquisas sobre as propriedades e síntese do óleo do fruto são recentes e 
limitadas. Sabe-se que o óleo do mesocarpo da macaúba inicia sua síntese na 42 semana a partir 
do início da formação do fruto ou cerca de quatro meses antes do amadurecimento e abscisão 
dos frutos (Montoya et al., 2016) e é a matéria prima de maior valor agregado que os frutos de 
macaúba podem fornecer.  
 
1.2 Biodiesel 
A demanda por fontes de combustíveis renováveis tem aumentado nos últimos anos, 
estimulando o interesse pela produção de biocombustíveis. Estes apresentam vantagens 
econômicas e sociais, pois abre um mercado para um novo produto global, gerando impactos 
nas relações comerciais, na geração emprego e renda em toda a cadeia produtiva, na qual insere 
a agricultura familiar e a fixação do homem no campo. 
O Brasil se destaca como um dos maiores produtores e consumidores de biodiesel no 
mundo. Apesar deste avanço, o Programa Nacional de Produção e Uso de Biodiesel (PNPB) 
enfrenta gargalos em relação às matérias-primas oleaginosas. A produção do combustível de 
origem vegetal, também chamado combustível verde, agregou entre 2008 e 2012 mais de R$ 
12 bilhões ao Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro e gerou 86.112 empregos, incluindo 
aqueles ligados à agricultura familiar. Nestes mesmo período o biodiesel fez a balança 
comercial brasileira economizar R$ 11,5 bilhões na importação de diesel de origem x mineral 
(Aprobio, 2012). 
Atualmente é permitida à mescla de 8% do biodiesel com o diesel de petróleo, meta que 
pode ser alcançada até 2017, com incremento de um ponto percentual a cada 12 meses, ou seja 
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9% até 2018 e 10% até 2019. Porém, devido a excessiva dependência da soja, que é fonte de 
80% da produção nacional de biodiesel, existe o risco de oscilações no preço do biodiesel 
devido à eventuais quebras de safra, assim como o destino desse grão, tal qual ocorre com a 
cana de açúcar, que hora se destina a produção de açúcar, hora à de etanol. A soja é a base de 
uma série de produtos alimentícios. Então torna-se essencial buscar fontes alternativas de 
matérias primas para produçao de biodisel. 
 O Brasil possui características edafoclimáticas distintas para cada região, apresentando 
alta diversidade de espécies que podem ser exploradas como futuras fontes de biodiesel. A 
macaúba é uma delas, pois apresenta alta produtividade e múltiplas potencialidades. Ela 
também pode ser uma alternativa a recentes conflitos entre indústrias de alimentos e energia, 
uma vez que há um número limitado de opções entre as culturas clássicas, como soja, milho, 
girassol, amendoim, dendê, etc, que estão entre as principais oleaginosas comestíveis (Lima et 
al, 2008; Lopes & Steidle Neto, 2011).  
 O fruto da macaúba apresenta composição bioquímica bastante diversificada, sendo rico 
em óleo, que está concentrado no mesocarpo e endosperma. No mesocarpo o conteúdo pode ser 
superior a 70%, sendo o principal componente o ácido oléico, que pode chegar a representar 
acima de 80% entre os ácidos graxos presentes (Ciconini, 2012), conferindo ao óleo a 
designação de “high oleic”. Óleos “high oleic” são produtos de alto valor e de grande demanda 
por parte da indústria energética e também alimentícia, em função da maior estabilidade à 
oxidação e operabilidade a baixas temperaturas. 
A concentração do óleo no endosperma é superior a 50%, sendo rico em ácidos graxos 
saturados de cadeia curta, especificamente ácido láurico (Coimbra & Jorge, 2011; Bora & 
Rocha, 2004), tornando-se matéria prima para fabricação de cosméticos e outros produtos de 
saponificação. 
Do óleo extraído do fruto também podem ser encontrados também ácido palmítico, 
láurico, linoléico, mirístico, caprílico, palmitoléico, cáprico, esteárico e linolênico (Hiane et al., 
2005; Coimbra & Jorge, 2011). 
Para a produção de biodiesel os ésteres alquílicos de ácidos graxos saturados (láurico, 
palmítico, esteárico) como os de poli-insaturados (linoléico, linolênico) possuem alguns 
incovenientes, porém a predominância de ácidos graxos combinados mono-insaturados (oléico) 
são os que apresentam os melhores resultados. Por isso, devido ao seu alto teor de ácido oléico, 
o óleo da macaúba pode ser uma importante fonte para a produção de biocombustíveis. 
Além da produção do óleo, o fruto da macaúba pode ter outras funções. Após a extração 
do óleo, o resíduo do mesocarpo e endosperma podem servir de suplementos alimentares para 
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humanos e animais, devido à sua rica composição nutritiva. Neste aspecto, o endosperma se 
destaca como fonte protéica (Hiane et al., 2005) e o mesocarpo apresenta alta concentração de 
carboidratos (Bora & Rocha, 2004). Outra porção do fruto de grande valor econômico é o 
endocarpo, que possui elevado poder calorífico e pode ser queimado em fornos de metalúrgicas 
e siderúrgicas.  
 
1.3 Biossíntese de ácidos graxos 
Os ácidos graxos são uma importante fonte de energia para as plantas, sendo os 
principais componentes de armazenamento de muitas sementes e frutos, além de fazerem parte 
dos lipídeos constituintes das membranas celulares (Topfer et al., 1995). Os óleos presentes em 
tecidos do fruto, fora da semente, como mesocarpo, pericarpo, endosperma, etc, tornam os 
frutos atrativos para animais dispersores (Baud & Lepiniec, 2010). Entretanto esses óleos são 
acumulados em diferentes partes do mesmo fruto e sempre diferem acentuadamente na 
composição de ácidos graxos constituintes (Berry, 1981; Gaydou et al., 1987; Ross et al., 1993). 
 Óleos vegetais de sementes constituem uma das mais importantes matérias-primas 
vegetais do mundo e, portanto, tem enorme importância econômica. Uma grande variedade de 
estruturas diferentes de ácidos graxos são encontradas na natureza, mas apenas cinco 
respondem por 90% do óleo vegetal produzido: ácido palmítico (16:0), ácido esteárico (18:0), 
ácido oleico (18:1), ácido linoleico (18:2) e ácido α-linoleico (18:3) (Browse, 1991). 
A composição distinta de ácidos graxos encontrados no óleo das sementes e nos lipídeos 
de membranas é resultado de uma complexa rede metabólica que regula a biossíntese de ácido 
graxos (Browse, 1991). Os principais ácidos graxos das plantas possuem em sua cadeia 16 ou 
18 carbonos e podem conter de uma a três duplas ligações. Em geral, para produzir um ácido 
graxo com 16 ou 18 carbonos são necessárias 30 reações enzimáticas, que se sucedem a partir 
da incorporação de acetil-CoA e malonil-CoA (Jiao & Zhang, 2013). 
A biossíntese ocorre predominantemente em dois compartimentos subcelulares, o 
cloroplasto e o retículo endoplasmático (RE). A síntese a partir do acetil-CoA até a formação 
dos ácidos graxos palmítico (16:0) ou esteárico (18:0) e a desaturação do ácido esteárico para 
oleico (18:1) ocorre nos plastídeos, enquanto as conversões adicionais de ácido oleico em 
linoleico (18:2) e posteriormente ácido linolênico (18:3) ocorrem no RE (Somerville et al., 
2000). 
Todos os átomos de carbono encontrados em ácidos graxos são derivados de acetil-CoA 
presente no plastídeo. As longas cadeias carbônicas dos ácidos graxos são montadas em uma 
sequência repetitiva de reações com quatro passos. O grupo acil saturado produzido durante 
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esse conjunto de reações se transforma no substrato de uma nova condensação com o grupo 
malonil-CoA. Cada uma das passagens através do ciclo aumenta a cadeia do grupo acil graxo 
de dois átomos de carbonos (detalhes da via de síntese são mostrados na (Figura 2). 
  
Figura 2. As reações de biossíntese de ácidos graxos saturados. Acetil-CoA é o bloco de construção básico da 
cadeia de ácido graxo pode agir tanto como substrato para a acetil-CoA carboxilase (reação 1), como iniciador 
para a reação de condensação inicial (reação 3). Reação 2 é catalisada pela malonil-CoA: ACP transacilase, que 
transfere malonil -CoA para malonil-ACP, o qual é o doador de carbono para todas as reações de alongamento 
subsequente. Após cada condensação, o produto de 3-cetoacil-ACP é reduzido (reação 4), desidratado (reação 5), 
e novamente reduzido (reação 6), por β-cetoacil-ACP-redutase, β-hidroxiacil-ACP desidratase e enoil-ACP 
redutase, respectivamente (Ohlrogge & Browse, 1995). 
O alongamento da cadeia carbônica ao longo da síntese de ácidos graxos é catalisado 
por uma pequena família de proteínas ketoacil sintases carregadoras de acil-ACP, comumente 
referidas como enzimas de condensação da família KAS. Três KAS plastidiais são descritas, a 
KASIII condensa acetil-CoA com malonil-ACP para 4:0-ACP, KASI responsável pelo 
alongamento de 4:0-ACP para 16:0-ACP e KASII que medeia o alongamento de 16:0-ACP 
para 18:0-ACP e a desaturação para Δ9_desaturase no oleoil-ACP (Figura 3) (Pidkowich et al., 
2007; Sidorov & Tsydendambaev, 2014). Estas enzimas são cruciais para o perfil de ácidos 
graxos formado em óleos de sementes e outras partes do fruto, mutantes de Arabidopsis 
thaliana demonstraram que a redução na expressão de KASII fornece efetiva estratégia para o 
aumento do acumulo de ácidos graxos com 16 carbonos (Pidkowich et al., 2007). 
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Figura 3. biossíntese de ácidos graxos em plantas superiores. FatA e FatB-acil ACP tioesterases hidrolisando 
predominantemente oleoil-ACP e diversos acil-ACP saturados e insaturados, respectivamente; ENR: enoil-ACP 
redutase; KAR: ketoacil-ACP redutase; KAS: ketoacil sintase; MCMT: malonil-CoA:ACP-malonil transferase; 
HADH: hidroxiacil-ACP dehidrase (Sidorov & Tsydendambaev, 2014). 
  
Em algumas plantas o processo de alongamento pode continuar e formar os ácidos 
graxos de cadeia muito longa (VLCFAs) constituídos de 20 ou mais átomos de carbono em sua 
formação (Durrett et al., 2008). 
Após a formação de palmitoil-ACP (16:0-ACP), esteroil-ACP (18:0-ACP) e oleoil-ACP 
(18:1-ACP), são exportados para o citosol pela ação das ACP tioesterases, que catalisam a 
terminação do alongamento, elas hidrolisam o acil-ACP formando ácidos graxos livres que 
podem atravessar a membrana do plastídio (Lung & Weselake, 2006; Weselake et al., 2009). 
As acil-ACP tioesterases fazem parte do grupo das enzimas de atividade tioester, classificadas 
em 25 famílias. De acordo com sua sequência e preferência acil-ACP, as acil-ACP tioesterases 
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são usualmente categorizadas em duas sub-famílias, FatA e FatB (Jones et al., 1995), 
pertencentes a família TE14 
(http://www.enzyme.cbirc.iastate.edu/?a=viewfamilies&class=TE).  
Proteínas do tipo FatA mostram alta especificidade com substrato 18:1-ACP, enquanto 
enzimas FatB são classificadas em duas sub-classes: FatB1, com preferência em acil-ACP de 
longa cadeia saturada, especialmente 16:0-ACP (Dörmann et al., 1995; Sidorov & 
Tsydendambaev, 2014); e FatB2 prefere acil-ACP de cadeia curta/média saturada. As enzimas 
FatA e FatB1 estão presentes em todas as plantas, porém FatB2 é encontrada somente em 
espécies que acumulam ácidos graxos de C8 a C14 no óleo de suas sementes (Voelker et al., 
1997). 
 A especificidade da acil-ACP tioesterase é importante na definição do perfil de ácidos 
graxos do óleo de sementes, essas enzimas são alvos relevantes para manipulação na 
composição de ácidos graxos do óleo de sementes e frutos. Por exemplo, sementes mutantes de 
Arabidopsis thaliana com FatB nocauteado tiveram aproximadamente 45% menos conteúdo de 
ácido palmítico (Bonaventure et al., 2003; Belide et al., 2012). Em Camelina sativa FatA 
demonstrou maior nível de atividade em ácidos graxos insaturados, principalmente 18:1-ACP, 
enquanto FatB tem preferência por 16:0-ACP, com menos atividade sobre 18:0-ACP e 18:1-
ACP (Rodríguez-Rodríguez et al., 2014). Outras espécies também apresentaram o mesmo 
resultado, como Garcinia mangostana (Hawkins & Kridl, 1998), Carthamus tinctorius 
(Knutzon et al., 1992), Brassica campestri (Pathak et al., 2004), A. thaliana (Salas & Ohlrogge, 
2002), Helianthus annuus (Serrano-Vega et al., 2005), Ricinus communis (Sánchez-García et 
al., 2010). 
Depois de exportados dos plastídios, o ácido oleico entra no citoplasma e é importado 
para o retículo plasmático na forma de ester-CoA. Então, o ácido oleico se torna disponível para 
conversão em ácido linoleico e depois em α-linoleico; desaturases específicas para esses 
substratos são envolvidas nessas reações (Durret et al., 2008; Somerville et al., 2000), as 
chamadas desaturases de ácido graxo (FADs). As FADs podem ser em dois grupos: desaturase 
"metil-end" (por exemplo, ω-3 e ω-6 desaturases), indicando que próxima ligação dupla será 
entre a existente e a extremidade metil da cadeia do ácido graxo, e as desaturases "front-end" 
(por exemplo, Δ5, Δ6, Δ8, Δ9, Δ12 e Δ15 desaturases), onde a inserção de uma nova dupla 
ligação ocorre entre um já existente e o final carboxila do grupo acil (Jiao & Zhang, 2013). 
A primeira enzima responsável pela síntese de ácido linoleico (18:2) a partir do ácido 
oleico (18:1) é a FAD2 (Figura 4), que introduz uma ligação dupla na posição Δ-2 no ácido 
oleico, formando o ácido linoleico no retículo endoplasmático (Browse, 1991). A partir do ácido 
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linoleico é produzido o ácido α-linoleico (18:3 ∆9,12,15), também no retículo endoplasmático, 
através da ação da enzima FAD3 (Ohlrogge & Browse 1995; Rahman et al., 2001). 
 
Figura 4. Diagrama de síntese de glicerollipideos. ACP, proteína carregadora de acila; G3P, glicerol-3-fosfato; 
LPA, 1-acil-glicerol-3-fosfato; PA, ácido fosfatidico; DAG, diacilglicerol; PG, fosfatidilglicerol; MGD, 
monogalactosildiacilglicerol; DGD, digalactosildiacilglicerol; SL, sulfoguinovosildiacilglicerol; PC, 
fosfatidilcolina; PI, fosfatidilinositol; PE, fosfatidiletanolamina. Os círculos vermelhos indicam posições críticas 
de controle na biossíntese de ácido oleico. (Somerville et al., 2000). 
 
A enzima FAD2 é responsável pelo acumulo de ácidos graxos poli-insaturados e 
desempenha um papel fundamental nas características biofísicas das membranas celulares e é 
frequentemente induzida em resposta a vários estímulos ambientais, tais como temperaturas 
extremas, salinidade e ataque por patógenos (Browse, 1991; Kirsch et al., 1997; Zhang et al., 
2012; Cao, et al., 2013). Desde sua identificação em Arabidopsis thaliana, sequências ortólogas 
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de FAD2 já foram isoladas e caracterizadas para muitas espécies diferentes de plantas, tais 
como soja, colza, algodão, amendoim, linho e girassol (Cao, et al., 2013; Jiao & Zhang, 2013). 
Na rota biossintética de ácidos graxos de dendê, o diacilglicerol (DAG) pode ser 
convertido em diacilglicerol-fosfotidilcolina (PC) através da ação da fosfotransferase (CTP) ou 
pela atividade da colinafosfotransferase (PDCT). Em seguida, a PC pode sofrer uma 
desnaturação na posição sn-2 resultando em 18:2, através da ação da FAD2. Esse produto, 18:2, 
pode sofrer mais uma desnaturação, pela ação da FAD3, resultando em 18:3. Transcritos desses 
dois genes foram encontrados em três tecidos do fruto de dendê: embrião, mesocarpo e 
endocarpo (Dussert et al., 2013). 
Modifiações genéticas destinadas a regulação da expressão de FAD2 e FAD3 tem sido 
aplicada para produzir óleos com alto C18:1 em várias culturas oleaginosas, como em soja, 
mutantes de FAD2: FAD2-1A e FAD2-1B, apresentaram elevado teor de ácido oleico, variando 
de 27 a 50% (Anai et al., 2005; Dierking & Bilyeu, 2009; Pham et al., 2010), enquanto mutantes 
para FAD3 demonstraram baixo conteúdo de ácido linoleico, aproximadamente, 4% (Chappell 
e Bilyeu, 2007). Já mutantes combinados de FAD3A com FAD3B ou FAD3C apresentam baixo 
conteúdo de ácido linoleico, aproximadamente 3% no óleo das sementes, enquanto que 
mutantes para FAD3A, FAD3B e FAD3C resultam em 1% de ácido linoleico. Há hipótese de 
que esses três genes mutantes de FAD3 seriam necessários para produzir o conteúdo de ácido 
linoleico em sementes de soja (Pham et al., 2010). O gene FAD3A possui maior impacto no 
nível de ácido linoleico em sementes de soja que os genes FAD3B e FAD3C, considerando sua 
alta expressão no desenvolvimento de sementes (Bilyeu et al., 2003, 2005). 
 Rahman et al. (2001) desenvolveu uma soja com aproximadamente 55% de ácido oleico 
e 4,2% de linoleico, possuindo três genes mutantes: FAD2-1A, FAD3A e FAD3B. Também se 
espera que a combinação do mutante FAD3 com dois mutantes para o gene FAD2-1 apresentem 
redução no conteúdo de ácido linoleico em linhagens de soja com alto oleico (Pham et al., 
2010). Uma das linhagens mutantes de soja criadas por Pham et al. (2010) apresentou um perfil 
de ácidos graxos próximo ao de óleo de oliva com 11% de ácidos graxos saturados, 80% de 
ácido oleico, 7% de linoleico e 2% de linolênico. 
 Em Brassica juncea também foi obtida uma linha transgênica por supressão anti-sense 
de FAD2 para produzir alto oleico (73%) e baixo ácido linoleico (8%) e linilênico (9%), 
comparado ao tipo selvagem (53% de C18:1; 24% de C18:2; 16% de C18:3) (Sivaraman et al., 
2004). Similarmente, uma mudança significante de C18:1, ácidos graxos poli-insaturados 
(PUFA) e aumento em C22:1 em óleo de sementes de Brassica carinata foi observado quando 
silenciado FAD2 (Jadhav et al., 2005).  
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Progênies de Crambe abyssinica em que CaFAD2 foi silenciado apresentaram o 
conteúdo de C18:1 foi de 6% para 10,5% acima do controle, e o conteúdo de PUFA 
(C18:2+C18:3) foi de 4,3% para 9,2% menos que o controle (Cheng et al., 2013). 
As demais enzimas FADs se localizam nos plastídeos (Wallis & Browse, 2002). A 
FAD4 está diretamente envolvida na conversão de 16:0 para 16:1∆3t, ela insere uma dupla 
ligação trans em 16:0 na posição ∆-2 no fosfatidilglicerol (ver Figura 3) (Kuns et al., 1989; Gao 
et al., 2009). 
 
A formação do 16:3∆7,10,13 se dá por uma sequência de desnaturações começando em 
16:0. Em Arabidopsis essas etapas são realizadas por três enzimas, FAD5, FAD6, FAD7 ou 
FAD8 (Figura 3), que codificam desaturases que introduzem duplas ligações sequencialmente 
nas posições ∆7, ∆10 e ∆13, respectivamente (Heilmann et al., 2004). As FAD7 e FAD8 também 
estão envolvidas na conversão do ácido linoleico em ácido α-linolênico, inserindo uma dupla 
ligação na posição ω-3 (Zhang et al, 2012) (ver Figura3). O FAD7 está localizado nos 
cloroplastos, e é preferencialmente localizado nas membranas das tilacóides (Andreu et al., 
2007; Jiao & Zhang, 2013). 
 
2. OBJETIVO 
Compreender como se dá a biologia dos frutos de macaúba no período final de 
amadurecimento e como ela está relacionada com a sua maturação, identificando aspectos 
morfológicos e bioquímicos ao longo do desenvolvimento dos frutos. 
Determinar as enzimas envolvidas na biossíntese de óleo nos dois tecidos mais 
representativos, mesocarpo e endosperma, e correlacionar com os principais genes envolvidos 
na rota metabólica de ácidos graxos, associando a composição dos óleos com a expressão 
gênica, buscando identificar a função de cada gene ao longo do desenvolvimento dos tecidos. 
 
 
3. MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.1 Material Vegetal 
Foram selecionadas 18 genótipos para coleta a partir de um trabalho preliminar [Luiz 
Berton, tese de doutorado – Processo FAPESP 2009/14720-0 “Diversidade, estimativas de 
parâmetros genéticos e seleção de genótipos elites de macaúba (Acrocomia aculeata)”. 
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Orientador: Carlos Colombo], na busca de plantas com frutos com teor e composição de óleo 
diferentes (Tabelas 1, Figura 5) 
De cada planta foram coletados 10 frutos, sendo cinco destinados para biometria e 
caracterização de óleo e cinco frutos, que combinados, foram utilizados nas análises de 
expressão gênica, incluindo análises do mesocarpo e endosperma.  
As coletas foram realizadas em três épocas de maturação do fruto ao longo do ano: fruto 
verde (cerca de 120 dias antes do amadurecimento), fruto amadurecendo (aproximadamente 60 
dias antes da maturação) e fruto maduro (Tabela 3). 
 
Tabela 1. Identificação dos 18 genótipos de macaúba (Acrocomia aculeata) utilizados no estudo. 
GENÓTIPO MUNICÍPIO PLANTA 
AMP-1 Amparo (SP) 1 
AMP-5 Amparo (SP) 5 
AMP-8 Amparo (SP) 8 
AMP-10 Amparo (SP) 10 
IB-1 Ibituruna (MG) 1 
IB-3 Ibituruna (MG) 3 
IB-8 Ibituruna (MG) 8 
IB-11 Ibituruna (MG) 11 
SAP-1E Santo Antônio de Posse - Entrada (SP) 1 
SAP-5E Santo Antônio de Posse - Entrada (SP) 5 
SAP-6E Santo Antônio de Posse - Entrada (SP) 6 
SAP-7E Santo Antônio de Posse - Entrada (SP) 7 
SAP-10E Santo Antônio de Posse - Entrada (SP) 10 
SAP-1D Santo Antônio de Posse - Dobrada (SP) 1 
SAP-2D Santo Antônio de Posse - Dobrada (SP) 2 
SAP-3D Santo Antônio de Posse – Dobrada (SP) 3 
SN-4 Serra Negra (SP) 4 
SN-11 Serra Negra (SP) 11 
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Figura 5. Municípios em que se encontram as plantas de macaúba alvo de coleta de frutos. 
 
Tabela 3. Período de coleta dos frutos de macaúba para cada genótipo. 
GENÓTIPO 
ANO1 ANO2 
T1 (DAM) T2 (DAM) T3 (DAM) T1 (DAM) T2 (DAM) T3 (DAM) 
AMP-1 120 64 0 112 54 0 
AMP-5 113 57 0 101 43 0 
AMP-8 113 57 0 112 54 0 
AMP-10 120 64 0 100 52 0 
IB-1 118 60 0 121 63 0 
IB-3 118 60 0 115 57 0 
IB-8 118 60 0 121 63 0 
IB-11 118 60 0 115 57 0 
SAP-1E 130 71 0 126 68 0 
SAP-5E 137 78 0 101 43 0 
SAP-6E 116 57 0 101 43 0 
SAP-7E 136 71 0 112 54 0 
SAP-10E 116 57 0 105 57 0 
SAP-1D 129 64 0 101 43 0 
SAP-2D 129 64 0 112 54 0 
SAP-3D 122 57 0 105 57 0 
SN-4 137 78 0 120 62 0 
SN-11 130 71 0 126 68 0 
      DAM - Dias Antes da Maturação  
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3.2 Biometria dos frutos 
Para caracterização morfológica de cada fruto coletado foram determinados massa, 
largura e comprimento do fruto, largura do epicarpo, mesocarpo e endocarpo, largura e 
comprimento do endosperma, utilizando um paquímetro digital (Marberg). Cada tecido foi 
individualizado manualmente e tomadas as suas massas frescas, com auxílio de uma balança 
semi-analítica. Em seguida, foram secos em desidratador de fluxo de ar contínuo (Quimis) com 
temperatura média de 36°C por aproximadamente 42h, até atingir massa constante. Por meio 
da relação de massa seca e fresca foi determinada a umidade de cada tecido. 
 
3.3 Caracterização do óleo 
Das matérias secas geradas do mesocarpo e endosperma foram produzidas farinhas 
utilizando moinho IKA-A11 e destas os lipídeos foram extraídos em extrator de Butt, sendo 
quantificados por gravimetria. Para a extração do óleo, cerca de 4 g de farinha do mesocarpo e 
2 g do endosperma, foram pesadas em cartuchos cilíndricos de papel de filtro e estes 
introduzidos em alongas de vidro. As alongas foram acopladas a balões de fundo chato, 
contendo 50 mL de hexano, e o sistema de extração foi induzido à fervura por 8h. Ao final, o 
hexano presente nos balões, com o óleo extraído, foi retirado usando um evaporador rotativo 
BÜCHI (R-144), em pressão reduzida de 33,5 atm (BÜCHI, V-511), a 40°C. Os balões com 
óleo foram colocados em estufa ventilada, à 80-100°C, por aproximadamente 8h para 
evaporação do hexano residual. O conteúdo total de óleo foi calculado através da fórmula:  teor 
de óleo (%)= (PBf – PBi)/PA x 100, em que PBi é a massa inicial do balão de fundo chato (sem 
óleo), PBf é a massa final do balão de fundo chato com óleo e PA é a massa da amostra. Todas 
determinações foram realizadas em duplicata. Para a análise dos ácidos graxos, uma alíquota 
do extrato lipídico (80 a 100 mg) foi submetida a transesterificação alcalina de acordo com o 
método ISO 5509 (Une-En ISO 5509, 2000) e a composição em ácidos graxos foi determinada 
por cromatografia gasosa. Um microlitro dos ésteres metílicos de ácidos graxos foi injetado no 
modo Split (1:50), quatro injeções, duas de cada repetição, em cromatógrafo SHIMADZU, GC 
2010, equipado com injetor automático (AOC – 20i), detector por ionização de chama e coluna 
capilar Rtx-2320 (RESTEK, 105m x 0,25mm x 0,20 μm).  O gás hidrogênio foi empregado 
como gás de arraste, na vazão de 1 mL min-1, e o nitrogênio em conjunto com hidrogênio e o 
ar sintético foram usados para o sistema de detecção, nas vazões respectivas de 30, 30 e 300 
mL min-1. As temperaturas do injetor e detector foram fixadas, respectivamente, a 225°C e 
250°C, registrando-se uma corrida cromatográfica de 50,33 minutos, com programação 
gradiente de: 140°C (4 min); de 140°C a 240°C (3ºCmin-1), permanecendo a 240oC por mais 
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13 min. A identificação dos ésteres metílicos foi realizada pela comparação dos tempos de 
retenção dos componentes presentes nas amostras e de padrões puros de ésteres metílicos. A 
quantificação foi realizada aplicando-se o método de normalização da área, considerando a 
porcentagem de área do respectivo pico em relação à área total dos picos detectados. 
 
3.4 Análises estatísticas  
Os dados da biometria e caracterização do óleo foram submetidos a análise de variância 
univariada (ANOVA) e as médias das avaliações foram comparadas por meio do teste de 
Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando o programa SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011). 
 
3.5 Extração de RNA- Rezaian & Krake, 1987 
Em um tubo de 2,0 ml foi colocado 400 mg de material vegetal macerado e adicionado 
1,5 ml de tampão preparado na hora (para 8 amostras: 6,7 ml perclorato de sódio 9 M, 3,6 ml 
Tris-HCl 1 M pH 8,3, 240 mg PEG 4000, 1,7 ml água DEPC). Foram adicionadas as amostras 
individualmente 50 µl SDS 20%, uma pá pequena de 8,5 PVPP e 15 µl β-metcaptoetanol. 
As amostras foram homogeneizadas em vórtex por 2 a 3 min e incubadas por 5 mim no 
gelo. Em seguida foram centrifugadas a 6000 rpm, 4°C por 10 min. Formaram-se três fases: 
superior insolúvel, contendo macerado e aglomerados de PVPP; intermediária, líquida, 
contendo RNA e inferior com restos celulares. A fase aquosa foi recuperada e transferida para 
um novo tubo. 
Foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto e as amostras foram incubadas a -20°C 
por 20min. Após, foi realizada uma centrifugação a 10000 rpm, 4°C por 15 min, a fase líquida 
foi descartada e o pellet foi lavado com etanol 70%. Os tubos foram homogeneizados por 
inversão e centrifugados (10000 rpm, 4°C por 5 min). Houve descarte do etanol 70% e o pellet 
foi seco à temperatura ambiente. Em seguido o pellet foi ressuspendido em 750 µl de TE buffer, 
adicionando 5 µl β-metcaptoetanol.   
Foi adicionado fenol/clorofórmio/ álcool isoamílico (25:24:1) na proporção de um 
volume de fenol/ um volume da amostra. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 2 
a 3 min e centrifugadas a 8000 rpm, 4°C por 10 min.  O sobrenadante foi coletado e transferido 
para novo tubo. A etapa anterior foi repetida. Em seguida a extração foi realizada com 
clorofórmio/ álcool isoamílico (24:1) na proporção de um volume clorofórmio/ um volume de 
amostra. Os tubos foram homogeneizados em vórtex por 2 a 3 min e centrifugados a 8000 rpm, 
4°C por 10 min. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. Foi adicionado 
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0,1 volume 3M acetate de sódio (pH 5,2) e dois volumes de etanol absoluto gelado e incubados 
overnight a -80°C.  
Em seguida as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm, 4°C por 30 min, o etanol foi 
descartado e o pellet lavado com etanol 70% gelado (1 mL). Houve uma nova centrifugação a 
10000 rpm, 4°C por 5 min, o etanol foi descartado e o pellet seco a temperatura ambiente. 
Posteriormente o pellet foi ressuspendido em 15 µl de água DEPC. As amostras foram 
armazenadas em freezer -80°C. 
 
3.6 RNaseq 
3.6.1 Amostras selecionadas para RNAseq 
 A escolha das amostras do mesocarpo e endosperma de frutos de macaúba designadas 
para as análises de sequenciamento do RNA foi baseada no teor de óleo do mesocarpo e do 
endosperma e no perfil de ácidos graxos, nos três tempos de maturação dos frutos. O desenho 
experimental do RNAseq contém triplicata de cada tecido (mesocarpo e endosperma) e dois 
tempos de maturação, portanto foram sequenciadas 12 amostras. 
 
3.6.2 Preparo das amostras para RNAseq 
O RNA dos indivíduos selecionados, tanto para mesocarpo quanto para endosperma 
foram extraídos pelo protocolo de Rezaian & Krake (1987). A qualidade dos RNAs foi 
mensurada em espectofotômetro (NanoVue Plus Spectrophotometer), a integridade das 
amostras foi avaliada em gel de agarose 1% e no Bioanalyzer (analise pelo serviço contratado 
para realizar o RNAseq). 
 
 3.6.3 Sequenciamento do RNA 
Após a avaliação da qualidade as amostras foram preparadas por meio do TruSeq 
Stranded mRNA Library Preparation Kit. As bibliotecas foram sequenciadas pela plataforma 
Illumina Genome Analyzer IIx (Illumina, HiSeq2000) na Escola Superior de Agricultura Luiz 
de Queiroz da Universidade de São Paulo – ESALQ – USP no laboratório de Biotecnologia 
Animal (pesquisador responsável - Dr. Luiz Coutinho).  
 
3.6.4 Análises de Bioinformática  
Com os dados em mãos, as etapas do trabalho de bioinformática foram realizadas no 
laboratório de Genômica e Expressão da Universidade de Campinas, SP. O Laboratório de 
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Genômica e Expressão da Universidade Estadual de Campinas (LGE; 
http://www.lge.ibi.unicamp.br). 
Após o recebimento das sequências, foi realizada a identificação dos transcritos ativos, 
que é usado como base para anotação e também o mapeamento de reads. Para a obtenção dos 
genes de interesse, estão sendo utilizadas duas abordagens: a montagem com referência (através 
do alinhamento com o genoma do dendezeiro) e a montagem de Novo, que não utiliza um 
genoma de referência. 
Para ambas as abordagens, em primeiro momento os reads foram avaliados quanto à 
qualidade, através do software FastQC 
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e SortMeRNA 
(http://bioinfo.lifl.fr/RNA/sortmerna/). O FastQC fornece um relatório que proporciona analisar 
base a base problemas relacionados ao sequenciamento das bibliotecas (amostras), enquanto o 
SortMeRNA analisa as bibliotecas produzidas pela plataforma Illumina (Solexa/Illumina, 
HiSeq2000) quanto à presença de contaminação por RNA ribossomal. 
Para a montagem com base em um genoma de referência, após a verificação da 
qualidade das sequências, as bibliotecas foram alinhadas com o genoma de referência do 
dendezeiro (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Elaeis_guineensis/) com o software TopHat2 
https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml) que permite o pareamento de paired-end reads 
de RNAseq e permite identificar novos transcritos a partir das regiões cobertas. 
Após a etapa de alinhamento, foi realizada a montagem dos reads no genoma com a 
utilização do software Cufflinks (http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/), que além de 
montar os transcritos (por biblioteca), estima a abundância relativa deles, baseada em quantas 
leituras suportam cada transcrito, levando em consideração os vieses nos protocolos de 
preparação das bibliotecas. As montagens feitas foram então unidas, com o Cuffmerge, de 
maneira a criar uma referência única, uma vez que o mesmo transcrito pode estar presente em 
mais de uma biblioteca com nomes diferentes.  
De forma a possibilitar uma análise dos perfis de expressão dos tecidos foi realizada 
uma montagem misturando todos os tecidos de forma a criar uma única referência.  
A análise de expressão dos genes foi obtida pela estimativa do nível de expressão por 
meio do mapeamento dos reads contra uma referência (usando o software Bowtie – Langmead 
et al., 2009); o cálculo do número de reads alinhados por transcrito; a normalização e produção 
da métrica FPKM (fragments per kilobase of exon per million fragments mapped) e a análise 
estatística para detecção dos transcritos diferencialmente expressos entre as amostras. Foram 
utilizados os softwares edgeR (Robinson et al., 2010), DESeq2 (Anders & Huber, 2010). 
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Outra métrica importante para identificação de transcritos diferencialmente expressos 
entre as amostras foi obtida através da análise estatística (p-value) que visa eliminar diferenças 
de expressão gênica que não estão relacionadas com a comparação de interesse. Para tal análise 
é necessário sequenciar o transcriptoma dos tecidos em triplicatas biológicas de forma que 
apenas diferenças de expressão gênica que apareçam consistentemente entre as tréplicas terão 
p-value bom (p-value <= 0.05) e, portanto, foram consideradas como genes relacionados 
especificamente ao tecido.   
 
3.7 Análises de expressão diferencial de genes envolvidos na biossíntese de ácidos 
graxos 
Após o sequenciamento do RNA e o tratamento de bioinformática foi possível 
identificar sequencias correspondentes a genes normalizadores para macaúba, ubiquitina, 
actina, beta-tubulina e GAPDH. A partir do programa Primer 3 v. 0.4.0 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Rozen et al., 2000) e com especificações de acordo 
Thornton e Basu (2011), foram desenhados três pares de primers para cada gene. Após os testes 
foi selecionado um par de primer dos dois melhores genes, que foram beta-tubulina e ubiquitina 
(Tabela 5). 
Foram selecionados transcritos de seis genes envolvidos na biossíntese de ácidos graxos 
para realização de análises de qPCR, beta-ketoacil sintase I (KASI), 3-oxoacil sintase II (KASII), 
proteína carregadora de acil-oleoil tioesterase (FatA), proteína carregadora de acil-palmitoil 
tioesterase (FatB), ômega-6-ácido graxo desaturase (FAD2) e ômega-3-ácido graxo desaturase 
(FAD3). Utilizando o programa Primer 3 v. 0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Rozen 
et al., 2000) foram desenhados três pares de primers para cada gene e aqueles com melhor 
amplificação foram selecionados (Tabela 5). 
Para as reações de PCR em tempo real foram sintetizados o cDNA das amostras de 
mesocarpo e endosperma a partir do RNA extraído de cada tecido e genótipo, para isso os RNAs 
passaram pela descontaminação de DNA através da enzima DNase I RNase-free (Thermo 
Scientific), e em seguida sintetizado cDNA a partir de até 5 ug de RNA total em uma reação de 
20 ul utilizando-se RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). 
Os primers foram testados pelo método da quantificação absoluta com o intuito de 
selecionar aqueles com CT (Cycle Threshold) mais estável. Foram realizadas PCR em tempo 
real com pool de cDNA do mesocarpo e endosperma de macaúba. Os níveis de mRNA foram 
avaliados num ensaio de SYBR Green utilizando o Applied Biosystems 7500 Fast Systems 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As amplificações de PCR foram realizadas em 
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triplicata com volume final de 10 µl, contendo 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (ROX) 
(Solis Biodyne), 2 µM de cada iniciador (direto e inverso) 1µl de um pool de cDNA (10 ng/ µl) 
e 2 µl de água DEPC.  
 
Tabela 5. Primers de genes envolvidos na biossíntese de ácidos graxos em macaúba, selecionados para realização 
das análises de qPCR. 
Gene  Nome da seq. Sequencia  
FAD2 AaFAD2 
F: AAGCCAACACAGGAACCAAA 
R: CGCATCAATTAGAGACAGAAGATG 
FAD3 AaFAD3 
F: ATTAGCCACAGAAAGCACCA 
R: AATAAAGAGGGAATGCGAACAAG 
FatA AaFatA 
F: CGAAAGAGCAGACACAATAGAAG 
R: CTGAGTGGAGGAAGTTGGTT 
FatB AaFatB 
F: GTCAGAACTACCACATTCCCTT 
R: TGTAAGATGGATGCTTGAGACTATT 
KASI AaKASI 
F: TCTTGATTTCTGACGGGTTCTTG 
R: GCTTGGCGTTTCATCTTGTATTG 
KASII AaKASII 
F: GAAGAGAACCCATACAAAGAAGAG 
R: ATACCACTGACACCATCAAGAA 
β-tubulina AaTUB 
R: ATTCCATCTCATCCATACCCTC 
F: CCTTCATCGGTAACTCAACATC 
Ubiquitina AaUBQ 
F: TAGCAATAGGGAGAGGAAAGATG 
R: CAACTGGTGTTCCAAGTCATAA 
 
As condições de amplificação foram 52°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C 
durante 15 s e 62°C durante 1 min. Para verificar a especificidade de amplificações foi 
adicionado um estágio de curva de dissociação, 95°C por 15 s, 60°C por 1 min e 95°C por 15 
s. As concentrações dos primers avaliadas foram de 200 nM, 100 nM e 2 µM para verificar as 
melhores condições de amplificação. 
Para avaliar quais os melhores primers normalizadores selecionados foram realizados 
testes de amplificação de qPCR para a concentração de primer e teste de eficiência de PCR, 
para a última, sete diluições em série foram utilizadas (concentrado, 0,5 – 0,015). A eficiência 
da PCR (E) para cada gene alvo foi estimada pela equação E= (10(-1/slope))-1 
(http://tools.thermofisher.com/content/sfs/appendix/pcr_rtpcr/important%20parameters%20of
%20qpcr.pdf), em que o slope é o valor da inclinação da curva em regressão linear.  
 Selecionados os oligonucleotídeos específicos para os genes relacionados a biossíntese 
de ácidos graxos e os iniciadores de referência, os níveis de expressão de mRNA foram 
avaliados num ensaio de SYBR Green utilizando um Applied Biosystems 7500 FAST Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, EUA). As amplificações de PCR foram realizadas em 
triplicata em reações de 10 ul contendo 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (ROX) (Solis 
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Biodyne), 2 uM de cada iniciador (direto e inverso) e 10 ng de cDNA. 52°C por 2 min, 95°C 
por 10 min, 40 ciclos a 95°C durante 15 s e 62°C durante 1 min. Para verificar a especificidade 
de amplificações foi adicionado um estágio de curva de dissociação, 95°C por 15 s, 60°C por 1 
min e 95°C por 15 s. Para verificar a especificidade de amplificação foi adicionado um estágio 
de curva de dissociação. Em cada placa, genes de referência (AaTUB e AaUBQ) e controle 
negativo foram incluídos. Valores de Ct (Cycle Threshold) foram determinados utilizando o 
software SDS (Applied Biosystems, EUA). Dados de expressão gênica foram avaliados 
utilizando os valores Ct e de eficiência de amplificação usando o método 2-ΔΔCT (Livak & 
Schmittgen, 2001). O Heatmap foi construído utilizando o programa JColorGrid (Joachimiak 
et al., 2006).  
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Biometria do fruto 
A comparação das características biométricas dos frutos nos dois anos de avaliação 
revelou que houve variação durante os quatro meses finais da maturação para comprimento do 
fruto, largura do epicarpo e mesocarpo, massa fresca, massa seca e umidade das frações 
epicarpo, mesocarpo e endosperma. Também foi observado variações entre os dois anos 
avaliados para massa, comprimento e largura do fruto, espessura e massa fresca das frações 
epicarpo, mesocarpo e endosperma, massa fresca e massa seca de endocarpo e umidade de 
epicarpo, mesocarpo, endocarpo e endosperma (Figura 6). Os valores médios de massa dos 
frutos foram de 52,48 e 45,28 g, largura de 45,55 e 43,81 mm e comprimento de 41,96 e 38,04 
mm para os anos 1 e 2, respectivamente. Conceição et al. (2015) encontraram valor médio de 
41,24 g para massa de frutos de 35 populações naturais de macaúba. 
A largura do fruto e espessuras do endosperma e endocarpo não sofreram variação 
estatisticamente significativa nos quatro últimos meses da maturação (setembro a janeiro) 
(Figura 6A e 6B). No entanto, a massa fresca e seca das frações epicarpo, mesocarpo, endocarpo 
e endosperma apresentaram variação estatisticamente significativa nos três tempos avaliados, 
sendo a massa do mesocarpo a que mais variou de T1 a T3 (Figuras 6C e 6D).  
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Figura 6. Média das características biométricas analisadas em frutos de macaúba em três tempos de maturação 
(T1 - quatro meses antes da maturidade; T2 - dois meses antes da maturidade; T3 - fruto maduro) e em dois anos 
(ANO 1 - 2013 e ANO 2 - 2014).  A: M.F. – massa do fruto (g); C.F. - comprimento do fruto (mm); L.F. – largura 
do fruto (mm). B: L.EPI. - largura do epicarpo (mm); L.MESO. – largura do mesocarpo (mm); L.ENDOC. – 
largura do endocarpo (mm); L.ENDOSP. – largura do endosperma (mm). C: M.F.EPI. – massa fresca do epicarpo 
(g); M.F.MESO – massa fresca do mesocarpo (g); M.F.ENDOC. – massa fresca do endocarpo (g); M.F.ENDOSP. 
– massa fresca do endosperma (g). D: M.S.EPI. – massa seca do epicarpo (g); M.S.MESO. – massa seca mesocarpo 
(g); M.S.ENDOC. – massa seca do endocarpo; M.S.ENDOSP. – massa seca do endosperma (g). E: U.EPI. – 
umidade do epicarpo (%); U.MESO. – umidade do mesocarpo (%); U.ENDOC. – umidade endocarpo (%); 
U.ENDOSP. – umidade endosperma (%). Letras minúsculas indicam diferença estatística entre os tempos, em um 
mesmo ano (p<0,05). Letras maiúsculas indicam diferença estatística entre os anos, em um mesmo tempo (p<0,05). 
 
O teor de umidade sofreu redução durante o desenvolvimento dos tecidos do fruto, sendo 
que a maior diferença se deu no tempo T1 em relação aos tempos T2 e T3 nos dois anos de 
coleta. A fração do mesocarpo foi a que mais perdeu água nos quatro últimos meses de 
maturação do fruto (Figura 6E). 
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Os frutos analisados apresentaram variação nos valores de massa fresca, largura e 
comprimento nos quatro últimos meses da maturação (Figura 6A), diferentemente dos 
resultados encontrados por Montoya et al. (2016), que mencionam que os frutos da macaúba 
atingem seu tamanho máximo de 15 a 16 semanas após as anteses. As variações encontradas 
decorrem da variabilidade morfológica dos frutos observada na espécie, uma vez que as plantas 
do presente estudo possuem origem geográfica diferente das registrados por outros autores 
(Argandoña & Chuba ,2011; Ramos et al., 2008; Monfio et al.; 2011; Ciconini et al., 2013). 
Das frações do fruto analisadas, o epicarpo foi aquele que menos foi alterado nos últimos quatro 
meses de maturação (Figuras 6B, 6C, 6D e 6E) e esse resultado pode ser explicado pela 
necessidade da planta completar o seu desenvolvimento o mais cedo possível. É no período de 
12 a 16 semanas que o pericarpo encontra-se constituído e com elevada rigidez da sua camada 
devido à sua esclerificação e com função de proteção do fruto contra desidratação e ações 
mecânicas diversas (Reis et al., 2012). O epicarpo pode influenciar no tamanho final do fruto e 
atinge o máximo de desenvolvimento de massa aproximadamente 11,5 meses antes do 
amadurecimento (Montoya et al., 2016). Portanto, não foram observadas diferenças relevantes 
nas características analisadas para este tecido, já que as coletas se iniciaram posteriormente à 
sua constituição final.  
 No período das avaliações não foi possível observar o desenvolvimento do endocarpo 
que, de acordo com dados de biometria, não apresentaram diferenças estatisticamente 
significativas entre os tempos de coleta de frutos avaliados (Figuras 6B, 6C, 6D e 6E). Por ser 
um tecido rígido, altamente lignificado, que tem por finalidade proteger o embrião, o seu 
desenvolvimento final ocorre antes do desenvolvimento do endosperma e, segundo Gillaspy et 
al. (1993), o crescimento do endocarpo termina na metade do período de maturação do fruto. 
Esta fração do fruto apresenta importante interesse comercial para produção carvão, inclusive 
de qualidade superior ao produzido pelo eucalipto (Silva et al., 1986; Ciconini et al., 2013), o 
que justificaria a sua exploração mesmo na fase de imaturidade dos frutos. 
No caso do endosperma, o seu aparecimento no fruto ocorre juntamente com a 
maturidade fisiológica do embrião.  Esta fração do fruto é responsável pela nutrição do embrião 
e por garantir o seu desenvolvimento. Sua formação inicia quando o endocarpo e o epicarpo 
começam a endurecer visando a proteger o embrião (Gillaspy et al. 1993; Montoya et al., 2016). 
Assim, o desenvolvimento completo do endosperma só ocorre nas fases finais do período de 
maturação do fruto, por volta dos 4,5 meses antes do amadurecimento do fruto, ou seja, é 
anterior ao período analisado neste trabalho. Assim, não foi constatado diferenças significativas 
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nos quatro meses finais da análise das características morfológicas do fruto, conforme 
evidenciado nas Figuras 6B, 6C, 6D e 6E.  
Diferentemente do endosperma, a fração do fruto correspondente ao mesocarpo é a que 
sofre as maiores modificações, sobretudo na fase final de maturação do fruto, após a formação 
completa da semente. Enquanto o endosperma tem por função biológica garantir a nutrição do 
embrião mesmo depois da abscisão do fruto e manutenção do banco de sementes do solo, o 
mesocarpo tem como papel adaptativo da espécie a dispersão da semente e, nesse caso, sua 
maturidade deve coincidir com a abscisão e queda dos frutos. Assim, esta fração sofre alterações 
morfológicas na fase final da maturação do fruto, conforme revelado pelas Figuras 6B, 6C, 6D 
e 6E. 
Alterações morfológicas das principais frações do fruto determinam o seu crescimento 
e desenvolvimento e estão associadas com questões ecológicas ou adaptativas da espécie, com 
pouca interferência do ambiente nos dois anos avaliados. No entanto, foi observado variações 
entre os dois anos avaliados para massa, comprimento e largura do fruto, espessura e massa 
fresca das frações epicarpo, mesocarpo e endosperma, massa fresca e massa seca de endocarpo 
e umidade de epicarpo, mesocarpo, endocarpo e endosperma. Conforme apresentado na Tabela 
6, os anos de realização do estudo, 2013 e 2014, foram marcados por grandes diferenças 
climáticas na região do estudo, sendo o ano de 2014 mais quente e seco que o anterior.  
 
Tabela 6. Dados climáticos das regiões de coleta de frutos de macaúba no estado de São Paulo, nos dois anos 
avaliados (Tméd. – temperatura média; Tmáx. – temperatura máxima; Tmín. – temperatura mínima; PPA – 
precipitação pluviométrica anual). 
  Ano Tméd. (°C) Tmáx.(°C) Tmín.(°C) PPA (mm) 
Amparo  
2013 19,79 30,3 6,4 1039,6 
2014 20,71 34,1 9,3 685,7 
Região próxima a 2013 20,26 32,2 5,2 1341,4 
Serra Negra 2014 21,46 37,3 7,1 862,5 
Região próxima a 2013 22,11 34,8 5,5 1055,6 
Santo Antônio de Posse 2014 22,90 38,3 6,6 884,4 
    
4.2 Caracterização do óleo  
O teor médio do óleo do endosperma foi de 57%, valor superior aos 45,79% encontrados 
por Conceição et al. (2015) ao analisar frutos de 35 populações naturais da região central do 
Brasil.  O conteúdo de óleo do endosperma não sofreu variação estatisticamente significativa 
na fase final de maturação. O perfil de ácidos graxos também não sofreu alteração no extrato 
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lipídico da fração do endosperma ao longo da maturação dos frutos (Figuras 7 e 8A). Os ácidos 
graxos majoritários do endosperma foram os ácidos láurico, oleico e mirístico. O primeiro 
apresentando valores de 41,25% em T1, 42,45% em T2 e 41,95% em T3. O teor de ácido oleico 
foi de 27,77, 26,61 e 28,33% e de ácido mirístico de 8,56, 9,09 e 9,39% nos tempos T1, T2 e 
T3, respectivamente (Figura 9). Conceição et al. (2015) encontraram 38,04 e 28,68% para os 
ácidos graxos láurico e oleico da fração do endosperma de frutos maduros, respectivamente, 
valores semelhantes ao do presente estudo.  
No entanto, foi observado grande variação no teor de óleo da fração do mesocarpo nos 
últimos quatro meses da maturação, com valores médios passando de 2% em T1 para 16% em 
T2 e 38% em T3. Analisando plantas de ampla base genética da região central do Brasil, 
Conceição et al. (2015) encontraram valor médio de 55,70% para o teor de óleo do mesocarpo 
de frutos maduros, muito acima dos 38% encontrados no presente estudo. 
Os ácidos graxos com maior proporção na fração oleosa do mesocarpo foram oleico, 
palmítico e linoleico, com valores relativos na fase final de maturação correspondentes a 55,80, 
20,06 e 12,13%, respectivamente. Esses ácidos graxos são comumente encontrados em 
mesocarpo de frutos de palmeiras nativas da Amazônia brasileira, de acordo com Santos et al. 
(2017), cujos valores médios para os ácidos graxos oleico e palmítico variaram de 16,84 a 
36,42% e de 43,46 a 83,16%, respectivamente. O perfil de ácidos graxos sofreu considerável 
variação nos quatro últimos meses da maturação. O ácido oleico foi o único que teve sua 
proporção aumentada, passando de 37,78% (média de dois anos para T1) para 55,88% (média 
para T3). O ácido graxo palmítico teve sua proporção mantida constante, enquanto que 
linoleico, linolênico e láurico foram o que mais tiveram sua participação reduzida ao longo dos 
quatro últimos meses da maturação.  
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Figura 7. Médias do teor de óleo do mesocarpo e do endosperma de A. aculeata, em base seca, em três tempos de 
maturação (T1 - quatro meses antes da maturidade; T2 - dois meses antes da maturidade; T3 - fruto maduro) e em 
dois anos (ANO 1 - 2013 e ANO 2 - 2014). Letras minúsculas indicam diferença estatística de teores de óleo entre 
os tempos, em um mesmo ano (p<0,05). Letras maiúsculas indicam diferença estatística de teores de óleo entre os 
anos, em um mesmo tempo (p<0,05). 
 
Não há relato em literatura sobre a variação da composição de ácidos graxos em 
macaúba em virtude de variações ambientais. Dos ácidos graxos mais representativos da polpa, 
o palmítico foi o que mais apresentou variação de um ano para o outro (Figura 9). Variações 
nas proporções de ácidos graxos em função do ambiente foi relatado por Bodoira et al. (2016) 
ao observarem que as proporções dos ácidos graxos oleico e linoleico haviam sofrido sensível 
alteração em diferentes cultivares de oliva (Olea europaea L.) submetidas a elevadas 
temperaturas. 
O perfil de ácidos graxos dos extratos oleosos das frações mesocarpo e endosperma 
revelou maior quantidade de ácidos graxos monoinsaturados (ácidos oleico e palmitoleico) no 
óleo do mesocarpo enquanto que o óleo do endosperma apresentou alta concentração de ácidos 
graxos saturados (ácidos láurico, mirístico, palmítico, esteárico, araquídico e beénico) (Figuras 
8A e 8B). Os ácidos graxos que apresentaram maior proporção no óleo do mesocarpo foram o 
oleico (18:1), palmítico (16:0) e linoleico (18:2), enquanto que no endosperma foram os ácidos 
láurico (12:0), oleico (18:1) e mirístico (14:0) (Figura 9). 
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Figura 8. Proporções médias de distribuições de ésteres metílicos de ácidos graxos, classificados em ácidos graxos 
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, extraídos do endosperma (A) e mesocarpo (B), de A. aculeata em 
três tempos de maturação (T1 - quatro meses antes da maturidade; T2 - dois meses antes da maturidade; T3 - fruto 
maduro) e em dois anos (ANO 1 - 2013 e ANO 2 - 2014). Letras minúsculas indicam diferença estatística de teores 
de óleo entre os tempos, em um mesmo ano (p<0,05). Letras maiúsculas indicam diferença estatística de teores de 
óleo entre os anos, em um mesmo tempo (p<0,05). 
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Figura 9. Variação na proporção média dos principais ácidos graxos (%) encontrados nas frações oleosas do 
mesocarpo e do endosperma de A. aculeata em três tempos de maturação (T1 - quatro meses antes da maturidade; 
T2 – dois meses antes da maturidade; T3 - fruto maduro), em dois anos (ANO 1 - 2013 e ANO 2 - 2014) Letras 
minúsculas indicam diferença estatística de teores de ácido graxo do óleo do endosperma entre anos, em um mesmo 
tempo (p<0,05). Letras maiúsculas indicam diferença estatística de teores de ácido graxo do óleo do mesocarpo 
entre anos, em um mesmo tempo (p<0,05). 
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Os principais produtos de interesse econômico do fruto da macaúba são os óleos do 
endosperma e do mesocarpo. Analisando separadamente as frações do fruto responsáveis pela 
produção desses óleos notamos diferenças na dinâmica da biossíntese de ambos os óleos. No 
endosperma, a síntese de óleo ocorre em período anterior aos quatro últimos meses da 
maturação, como anteriormente citado por Montoya et al. (2016) e que foi confirmado no 
presente estudo pela não alteração do conteúdo nos últimos quatro meses de coleta de dados 
(Figura 7). O perfil de ácidos graxos no óleo também não apresentou modificações ao longo 
dos tempos de observação, indicando estagnação da biossíntese de ácidos graxos no 
endosperma do fruto no período final da sua maturação do fruto (Figura 9). 
A estabilidade tanto no teor como na composição de ácidos graxos do endosperma deve 
estar associada à necessidade de fornecimento de reservas ao embrião da semente, sobretudo a 
partir do momento em que atinge sua maturidade fisiológica. Nas palmeiras, os principais 
recursos de armazenamento para o desenvolvimento do embrião são lipídeos e polissacarídeos 
insolúveis, presentes no endosperma (DeMason, 1986, Chandra & DeMason, 1988, DeMason 
et al., 1989).  Portanto, o endosperma deve completar sua formação nos períodos iniciais do 
desenvolvimento do fruto, garantindo o sucesso do embrião. 
 O perfil de ácidos graxos do óleo do endosperma indica maior teor de saturados em 
relação aos mono (ácidos oleico e palmitoleico) e polinsaturados ( ácidos linoleico e linolênico), 
sendo também uma característica relacionada com a proteção do embrião, uma vez que ácidos 
graxos com mais altos níveis de saturação proporcionam maior estabilidade à semente contra 
mecanismos oxidativos diversos que poderiam ser determinantes para a deterioração do 
embrião (Hiane et al., 2005; Arveláez et al., 2008; Barreto et al., 2016) (Figura 8A). 
Portanto, a importância biológica desempenhada pelo óleo do endosperma faz com que 
sua variação na espécie seja pouco pronunciada. Exemplo dessa hipótese é que, assim como no 
presente estudo, não foram encontradas grandes variações no teor e composição do óleo do 
endosperma entre genótipos de macaúba de diferentes regiões, conforme se verifica nos 
trabalhos realizados por Amaral et al. (2011), Coimbra & Jorge (2011), Ferrari & Azevedo 
Filho (2012) e Navarro-Díaz et al. (2014). 
 O mesocarpo é a fração de maior interesse econômico do fruto da macaúba por 
representar cerca de 40% do fruto e conter teores de óleo que chegam a 76% em termos de 
massa seca (Montoya et al., 2016) e com a mesma qualidade que o óleo do dendê, espécie mais 
importante da produção mundial de óleo vegetal (Coimbra & Jorge, 2011, del Rio et al., 2016). 
Diante desse interesse, buscou-se compreender o incremento do óleo do mesocarpo a partir do 
momento que ele inicia sua formação até a maturação final ou abscisão do fruto. 
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O resultado deste objetivo do estudo (Figura 7) concorda com o time line proposto por Montoya 
et al. (2015) para o surgimento no óleo nos 4,5 meses antes da abscisão do fruto. Além disso, 
foram observadas variabilidade para esse caráter entre os genótipos das diferentes localidades 
amostradas (Figura 10), sugerindo a possibilidade de seleção de genótipos de maior interesse 
para fins de melhoramento genético. 
Dados de variação do teor de óleo do mesocarpo em diferentes genótipos assim como 
de diferentes sabores do mesocarpo vêm sendo obtidos em estudos conduzidos por nosso grupo 
de pesquisa e sugerem que a variação em ambas as características teria como vantagem 
adaptativa da espécie a dispersão dos frutos da macaúba por diferentes espécies de animais 
interessados nos mais diversos tipos de mesocarpo. O maior acúmulo de óleo do mesocarpo nas 
últimas semanas de desenvolvimento dos frutos indica que na fase final de maturação que os 
frutos seriam mais atrativos aos dispersores interessados nesses óleos, considerando que os 
animais são os maiores dispersores de frutos de palmeiras (Orozco-Segovia et al., 2003). É 
importante destacar que a umidade do mesocarpo está fortemente associada ao teor de óleo 
desta fração, notando-se aumento do teor de óleo no mesocarpo e na umidade dos quatro tempos 
de observação (Figura 6E, 7). 
Estudos precedentes indicam que o óleo extraído do mesocarpo é predominantemente 
composto por ácidos graxos insaturados (74-81%) e que o oleico é o mais abundante, com 63-
65%, enquanto o óleo do endosperma é predominantemente saturado em razão do elevado 
conteúdo de ácido láurico (38-45%), segundo Coimbra & Jorge (2011), Ferrari & Filho (2012). 
Nossos resultados revelam valores médios de oleico no mesocarpo e láurico no endosperma de 
55,80% e 41,88%, respectivamente. A porcentagem de ácidos graxos saturados e insaturados 
presentes nas frações mesocarpo e endosperma do fruto são inversamente proporcionais. 
Enquanto que no mesocarpo são encontrados cerca de 70% de ácidos graxos insaturados, no 
endosperma estão presentes cerca de 70% de ácidos graxos saturados (Figuras 8A e 8B), 
indicando aplicações distintas para ambos os óleos, sendo que no caso dos óleos saturados, estes 
seriam mais indicados para a área de cosméticos e, portanto, com possibilidade de maior 
agregação de valor, assim como o óleo do mesocarpo poderia ter maior mercado para a indústria 
de alimentos e para a produção de biodiesel. 
Em relação à variação dos teores dos ácidos graxos nos tempos avaliados e, 
diferentemente do que foi encontrado para outras oleaginosas, os ácidos graxos do mesocarpo 
não sofreram alteração, exceto para o ácido linoleico (Figura 9). Em soja (Dornbos & Mullen, 
1992; Kumar et al., 2006), girassol (Angeloni et al., 2017; Regitano Neto et al., 2016), linho 
(Zhang et al., 2016; Adugna & Schagne, 2003) e canola (Schulte et al., 2013), a concentração 
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de ácido linoleico e linolênico foram reduzidas e a de ácido oleico aumentou quando o cultivo 
se deu sob temperaturas ambientais mais elevadas. Em nosso estudo, foi observado variação 
apenas na proporção do ácido graxo linoleico (C18:2) do mesocarpo (Figura 9). No 
endosperma, foi observado variação estatisticamente significativa para mirístico (14:0) e 
caprílico (C8:0), assim como para outros ácidos graxos de menor proporção no óleo do 
endosperma, a exemplo de linolênico (C18:3) e palmitoleico (16:1) (Figura 9). Do ponto de 
vista estatístico, embora as diferenças nos seus valores sejam bem reduzidas, as significâncias 
encontradas na variação de ácidos graxos do endosperma foram devidas ao pequeno desvio 
padrão dos dados. Esta variação pode estar associada ao papel dos ácidos graxos nas plantas. 
Mello et al. (2010) mencionam que os ácidos graxos possuem função de defesa nas células das 
sementes contra condições estressantes, levando a mudanças na saturação dos ácidos graxos 
durante a perda de água. Quantidades menores de ácidos graxos saturados são relatadas na 
tolerância de dissecação das sementes, em comparação com os intolerantes, tanto em 
triacilgliceróis como em constituintes da membrana (Liu et al., 2006; Mello et al., 2010). Essas 
mudanças podem prevenir a ação de radicais oxidantes em ácidos graxos insaturados que, em 
última análise, resulta na morte da célula (Bailly, 2004). 
O ácido oleico, de maior abundância no óleo da polpa, apresenta grandes variações de 
concentração entre os genótipos, havendo também aumento em seu teor ao longo da maturação 
dos frutos (Figura 11). A diferença entre os genótipos no fruto maduro foi de 38,67% a 70,57% 
no ANO1 e 40,54% e 69,49% no ANO2, dando margem para seleção de genótipos para fins de 
melhoramento, valendo-se desta variação para seleção de materiais diversos, com óleos de 
diferentes qualidades, que podem ter finalidades distintas. 
Independentemente das causas da variação, os dados de estabilidade tanto do teor de 
óleo quanto da composição de ácidos graxos da macaúba nos dois anos avaliados, embora 
preliminares, são particularmente interessantes para fins de exploração tecnológica de ambos 
os óleos do fruto da macaúba, sobretudo nos casos em que a aplicação industrial exige 
características de originação da matéria prima.  
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Figura 10. Médias do teor óleo do mesocarpo de A. aculeata em três tempos de maturação (T1 - quatro meses antes da maturidade; T2 - dois meses antes da maturidade; T3 - 
fruto maduro) e em dois anos de coleta (ANO1-2013 e ANO2-2014). Letras minúsculas indicam diferença estatística de teores óleo entre os genótipos, em um mesmo tempo 
de maturação (T1, T2, T3) em cada ano (p<0,05). 
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Figura 11. Médias do teor de ácido oleico no óleo do mesocarpo de A. aculeata em três tempos de maturação (T1 - quatro meses antes da maturidade; T2 - dois meses antes da 
maturidade; T3 - fruto maduro) e em dois anos de coleta (ANO1-2013 e ANO2-2014). Letras minúsculas indicam diferença estatística de teores de ácido oleico entre os tempos 
de um mesmo ano, no mesmo genótipo (p<0,05). Letras maiúsculas indicam diferença estatística de teores de ácido oleico entre os genótipos, em um mesmo tempo (p<0,05). 
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4.3 RNAseq 
 Após a obtenção do dado de sequenciamento as bibliotecas foram analisadas quanto à 
qualidade pelo programa FastQC, todas apresentaram qualidade desejável (Tabela 7).  
 Foi constatada a porcentagem de alinhamento das bibliotecas do mesocarpo e 
endosperma da macaúba com o genoma do dendezeiro, através do programa TopHat2 (Tabela 
7). Apesar de não serem espécies próximas (pertencer à mesma família) a porcentagem de 
alinhamento foi maior que 60%, permitindo a identificação de transcritos relacionadas a genes 
já descritos no dendê. 
 Também foi avaliado a quantidade de contaminação de RNA ribossomal, através do 
software SortMeRNA, em que grande parte das amostras apresentaram contaminação maior 
que 5%, sobretudo as bibliotecas dos endospermas (Tabela 7), fato que comprometer as análises 
subsequentes, principalmente o cálculo da expressão diferencial. 
Devido à baixa qualidade nas amostras sequenciadas de endosperma e de duas amostras 
de mesocarpo SAP-7E-T1 e IB-8-T1, foram realizadas análises de expressão diferencial e 
anotação apenas entre as amostras de mesocarpo AMP-5-T1 comparando com SAP-7E-T3, 
AMP-5-T3 e IB-8-T3. 
A partir dos dados de transcriptoma descritos e considerando apenas as amostras de boa 
qualidade a análise de expressão relativa por meio do software Deseq2 gerou 366 genes 
diferencialmente expressos em todas as bibliotecas, porém, 33 sequencias não foram possíveis 
de anotar, pois a anotação foi realizada tomando como base o genoma do dendê e algumas 
sequências não apresentaram semelhança, 78 transcritos também não foram identificados, 
porque o genoma do dendê está incompleto e alguns genes estão anotados como proteína não 
caracterizada.  
Um total de 255 genes diferencialmente expressos foram identificados (Tabela 8), 
porém nenhuma das sequências corresponde aos genes alvo para a qPCR, este fato pode estar 
relacionado à contaminação de RNA ribossomal, que pode ter levado a exclusão desses genes 
da análise. O fato das plantas selecionadas estarem em condições naturais, sem submissão a 
estresses ou incentivo de produção, a expressão de genes de outras vias pode ter mascarado a 
expressão dos genes envolvidos na biossíntese de ácidos graxos. Também, pode-se supor que 
o ajuste de expressão dos genes de ácidos graxos seja muito fino, com pouca expressão, 
resultando em um efeito não significativo.  
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Tabela 7. Parâmetros de qualidade das bibliotecas de RNA sequenciadas gerados pelo programa FastQC (versão 0.11.5): total de reads, quantidade de bibliotecas com má 
qualidade (Seq. má qualidade), comprimento das sequencias (comp. seq.), porcentagem de GC (%GC). Porcentagem de RNA ribossomal nas bibliotecas, através do programa 
SortMeRNA (% RNAr). Porcentagem de alinhamento com o genoma do dendê, realizado pelo software TopHat2 (% dendê). 
Tecido Indivíduo Biblioteca 
Total de 
reads 
Seq. má 
qualidade Comp. Seq. %GC % RNAr 
% 
Alinhamento 
ENDOSPERMA 
SAP-7E-A-T1 7A' 24095354 0 35-101 53 48,27 75,1 
AMP-5-A-T1 16A' 21238511 0 35-101 50 22,30 67,4 
IB-8-A-T1 23A' 19625400 0 35-101 55 94,01 80,2 
SAP-7E-A-T3 55A' 22471247 0 35-101 51 44,60 72,6 
AMP-5-A-T3 64A' 21307042 0 35-101 54 83,11 77,7 
IB-8-A-T3 72A' 26417905 0 35-101 53 84,69 77,0 
POLPA 
SAP-7E-P-T1 7P' 23317448 0 35-101 51 49,75 75,0 
AMP-5-P-T1 16P' 18689853 0 35-101 46 4,50 67,1 
IB-8-P-T1 23P' 15458339 0 35-101 49 30,90 68,1 
SAP-7E-P-T3 55P' 27617509 0 35-101 49 3,18 74,6 
AMP-5-P-T3 64P' 21286807 0 35-101 48 1,34 73,5 
IB-8-P-T3 72P' 22681101 0 35-101 47 3,59 70,3 
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Tabela 8: Identificação de genes diferencialmente expressos em RNAseq do mesocarpo de três indivíduos de macaúba em dois tempos de maturação (T1-quatro meses antes 
da maturação e T3- fruto maduro). 
ID read Gene 
FPKM -T1 FPKM -T3 
AMP-1 SAP-7E AMP-1 IB-8 
LOC105040399  (S)-coclaurine N-methyltransferase 653,00 503,00 73,00 23,00 
LOC105060362  40S ribosomal protein S27-2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 10257,00 3279,00 1573,00 2174,00 
LOC105033910  5'-methylthioadenosine/S-adenosylhomocysteine nucleosidase 2-like 301,58 76,93 23,29 105,87 
LOC105049359  7-dehydrocholesterol reductase [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 494,87 78,42 2,03 41,63 
LOC105045056 
 acetate/butyrate--CoA ligase AAE7, peroxisomal-like 
2035,95 
29383,2
2 
22121,1
1 
26383,5
3 
LOC105058615  adipocyte plasma membrane-associated protein [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 737,75 35,18 3,00 369,44 
LOC105057785  amidase 1  486,88 161,43 64,36 63,95 
LOC105050350  ATP synthase subunit epsilon, mitochondrial-like 957,88 496,18 233,69 246,74 
LOC105051081  auxin response factor 23-like  1014,94 196,75 195,33 666,44 
LOC105050636  BTB/POZ domain-containing protein At5g47800 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 390,00 6,00 3,00 39,00 
LOC105056236  bZIP transcription factor 11-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 3491,00 589,00 679,00 1038,00 
LOC105046735  CBL-interacting protein kinase 23 1522,58 373,86 297,99 467,25 
LOC105033038  cell division protein FtsZ homolog 2-1, chloroplastic 502,00 25,00 14,00 257,00 
LOC105054394  chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like  387,00 39,00 2,99 238,00 
LOC105041172  cyclic phosphodiesterase  2580,00 1483,00 333,00 208,00 
LOC105051381  cyclin-dependent kinase G-2-like 146,52 1381,70 1787,18 987,58 
LOC105055159  cytochrome P450 71A1-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 280,00 0,00 0,00 49,00 
LOC105042131  cytochrome P450 78A4-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1425,98 20,00 0,00 491,92 
LOC105046587  early light-induced protein 1, chloroplastic [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 323,00 26,00 10,00 17,00 
LOC105059232  early nodulin-75-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 780,39 18,74 57,39 75,12 
LOC105038813  ena/VASP-like protein  39,00 0,00 2,00 0,00 
LOC105050545  ethylene-responsive transcription factor 12 379,00 44,00 1,00 166,00 
LOC105047989  glutaredoxin-C7-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 871,00 135,00 22,99 234,00 
LOC105049938  glutelin type-A 3 241,23 34,89 10,89 91,04 
LOC105050053  heat shock protein 90-2-like 1259,44 496,09 165,24 364,51 
LOC105042868  inorganic pyrophosphatase 2-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 6775,64 2158,13 772,53 261,72 
LOC105038222  IQ domain-containing protein IQM3 118,00 13,00 6,00 19,00 
LOC105038181  la-related protein CG11505-like 0,00 114,03 103,38 96,41 
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Continua... 
ID read Gene 
FPKM - T1 FPKM - T3 
AMP-1 SAP-7E AMP-1 IB-8 
LOC105045072  LOB domain-containing protein 41 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 29,56 3433,72 3364,06 2532,50 
LOC105054470  long-chain-alcohol oxidase FAO2-like 540,00 36756,70 10891,52 8145,96 
LOC105057721  lycopene epsilon cyclase, chloroplastic  53,00 1,00 1,00 5,00 
LOC105057203  MADS-box transcription factor 14 3569,00 298,01 794,00 2555,00 
LOC105044410  metallothionein-like protein type 2 2031,00 639,00 18,00 912,00 
LOC105039709  mitochondrial amidoxime reducing component 2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 428,00 4,00 67,00 7,00 
LOC105055906  NHP2-like protein 1 [ 4125,16 2653,91 335,45 1674,36 
LOC105056005  nodulin-related protein 1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 3437,00 479,00 44,00 1286,00 
LOC105056056  nuclear transcription factor Y subunit B-3-like 361,51 28,99 58,00 190,60 
LOC105036846  patellin-3  670,99 5891,00 5164,08 4610,00 
LOC105052647  peroxidase 3-like 1246,09 212,05 7,00 806,77 
LOC105044847  phosphoethanolamine N-methyltransferase 1-like 79,53 7,33 4,83 3,25 
LOC105040231  plastidic ATP/ADP-transporter [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 2188,63 524,55 240,07 47,25 
LOC105037876  pollen-specific protein C13 360,06 39,40 4,44 242,53 
LOC105036922  potassium channel AKT2 1879,00 913,00 36,00 683,00 
LOC105040867  probable aquaporin TIP2-2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 13445,00 69,00 20,00 3304,00 
LOC105037826  probable histone H2A.2 148,00 17,00 10,00 48,00 
LOC105050115 
 probable monogalactosyldiacylglycerol synthase 3, chloroplastic [ Elaeis guineensis (African oil 
palm) ] 462,00 46,00 8,00 9,00 
LOC105046631  probable NAD(P)H dehydrogenase subunit CRR3, chloroplastic 49,00 2,00 3,00 0,00 
LOC105050995  probable protein phosphatase 2C 39 89,00 836,00 1337,00 787,00 
LOC105039633  probable small nuclear ribonucleoprotein F 8541,30 3207,96 1061,97 4988,13 
LOC105050308  protein ALTERED XYLOGLUCAN 4-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 8,00 3001,00 643,00 3037,00 
LOC105050861  protein CHLOROPLAST IMPORT APPARATUS 2  1054,64 325,80 57,99 300,30 
LOC105049321  protein CHLOROPLAST IMPORT APPARATUS 2  138,36 12,20 10,01 33,70 
LOC105058433  protein EXORDIUM-like 2 [ 197,04 46,05 0,00 81,05 
LOC105034048  protein EXORDIUM-like 5  75,15 2,00 0,00 15,02 
LOC105059583  protein LSD1 216,00 1,00 1,00 27,00 
LOC105043853  protein LSD1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1061,00 65,00 3,00 110,00 
LOC105045754  protein PLASTID MOVEMENT IMPAIRED 2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 276,00 1,00 11,00 12,00 
LOC105038305  protein YLS9-like 324,00 89,00 5,00 166,00 
LOC105060001  putative calcium-binding protein CML19 154,00 9,00 5,00 39,00 
LOC105058639  putative disease resistance protein RGA1 419,00 87,00 225,00 54,00 
Continua... 
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ID read Gene 
FPKM - T1 FPKM - T3 
AMP-1 SAP-7E AMP-1 IB-8 
LOC105035293  putative DNA helicase INO80 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 4,00 1670,97 1262,62 904,59 
LOC105034700  putative quinone-oxidoreductase homolog, chloroplastic 1844,00 738,00 586,00 544,00 
LOC105045009  rab9 effector protein with kelch motifs 2121,05 597,12 4,00 1301,66 
LOC105054828  remorin 2347,94 613,82 260,14 1793,15 
LOC105040156  SPX domain-containing protein 1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 2283,54 537,77 35,50 1014,23 
LOC105058610  SPX domain-containing protein 5 [ Elaeis guineensis (African oil palm)  6672,00 147,00 30,00 1301,00 
LOC105055497  stem-specific protein TSJT1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 9,01 185,26 466,56 430,74 
LOC105048446  stem-specific protein TSJT1-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 374,00 3,00 7,00 0,00 
LOC105060813  subtilisin-like protease SBT1.2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 184,88 0,00 0,00 0,00 
LOC105035694  sulfoquinovosyl transferase SQD2 3671,00 1916,00 878,00 641,00 
LOC105047242  thioredoxin-like protein CITRX, chloroplastic 304,16 16,29 20,07 108,00 
LOC105057700  transcription factor bHLH113 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1092,00 55,00 10,00 412,00 
LOC105053569  vacuolar amino acid transporter 1 1021,00 2,00 226,00 484,00 
LOC105036468  zeaxanthin epoxidase, chloroplastic-like 213,91 2421,99 1968,67 1400,74 
LOC105055254 11S globulin seed storage protein 2 225,00 40,00 2,00 52,00 
LOC105047853 3-ketoacyl-CoA synthase 11 997,47 13050,52 8711,76 5542,92 
LOC105048357 3-ketoacyl-CoA synthase 11-like  80,00 2,00 1,00 14,00 
LOC105039853 60S ribosomal protein L22-2  5443,90 3932,52 359,81 2045,80 
LOC105049328 60S ribosomal protein L35a-1  6814,08 3242,63 723,75 2498,85 
LOC105033659 63 kDa globulin-like protein 559,20 119,06 58,70 308,53 
LOC105037193 63 kDa globulin-like protein [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1471,19 243,91 183,87 544,71 
LOC105050828 AAA-ATPase At3g50940-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 0,00 136,02 135,00 140,00 
LOC105037536 ABC transporter G family member 5 35,00 0,00 0,00 0,00 
LOC105053755 actin-depolymerizing factor 5 564,00 47,00 20,00 288,00 
LOC105048085 AG2 floral homeotic protein AGAMOUS-like  1195,51 526,67 58,16 616,47 
LOC105058582 alanine aminotransferase 2 383,23 3709,07 7055,45 4108,32 
LOC105058405 annexin D1 277,00 66,00 44,00 69,00 
LOC105041622 annexin D2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 11926,00 4852,00 52,00 1989,00 
LOC105042362 anthocyanin 3'-O-beta-glucosyltransferase-like 80,41 12,00 0,00 0,00 
LOC105044283 aquaporin PIP2-4 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1289,90 338,29 44,90 476,94 
LOC105055117 aquaporin PIP2-7-like 4927,95 511,00 8,00 3567,00 
LOC105040155 arogenate dehydratase/prephenate dehydratase 2, chloroplastic-like 296,00 34,00 128,00 10,00 
LOC105046198 ATP synthase delta chain, chloroplastic-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 243,00 1,00 0,00 43,00 
Continua... 
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ID read Gene 
FPKM - T1 FPKM - T3 
AMP-1 
SAP-
7E AMP-1 IB-8 
LOC105039015 auxin-responsive protein IAA1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1243,06 244,90 2,00 375,93 
LOC105053608 auxin-responsive protein IAA10 358,00 152,00 13,00 145,00 
LOC105042649 auxin-responsive protein SAUR71 50,00 3,00 2,00 0,00 
LOC105055829 BEL1-like homeodomain protein 4 62,00 0,00 5,00 4,00 
LOC105044265 beta-glucosidase 18-like  508,14 38,26 11,51 97,75 
LOC105044269 beta-glucosidase 18-like  406,64 54,38 11,89 91,90 
LOC105047856 caffeoylshikimate esterase-like 224,36 41,00 26,00 55,00 
LOC105042854 calcium uniporter protein 4, mitochondrial-like  309,00 165,00 6,00 41,00 
LOC105057898 CBL-interacting protein kinase 1-like 132,06 1,00 3,00 23,01 
LOC105032044 cell death-related nuclease 4-like 1855,29 1003,33 424,61 619,89 
LOC105037518 chaperone protein DnaJ-like 595,00 236,00 93,00 166,00 
LOC105039108 chaperonin-like RBCX protein 1, chloroplastic 334,00 63,00 18,00 133,00 
LOC105054165 copper chaperone for superoxide dismutase, chloroplastic  638,00 82,00 60,00 456,00 
LOC105039768 coproporphyrinogen-III oxidase 1, chloroplastic 170,86 1379,56 2013,46 1667,14 
LOC105056817 cryptochrome-1  242,28 6,06 1,00 115,86 
LOC105058418 cryptochrome-1-like 290,72 12,94 0,00 197,14 
LOC105041741 cyclic dof factor 2 162,00 17,00 10,00 31,00 
LOC105044919 cyclic dof factor 2-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1537,15 309,18 242,80 312,17 
LOC105057983 cyclic nucleotide-gated ion channel 2 5842,57 2278,73 1570,45 1783,03 
LOC105046686 cyclic nucleotide-gated ion channel 2-like 1721,43 223,27 195,55 279,97 
LOC105032236 cyclic nucleotide-gated ion channel 4 1089,00 87,00 324,00 524,00 
LOC105038664 cyclin-dependent kinase G-2 256,25 2514,80 2679,31 1253,24 
LOC105035217 defensin Ec-AMP-D1-like  54,00 1573,00 1378,00 825,00 
LOC105054150 dehydration-responsive element-binding protein 1G 157,40 5,01 0,00 48,16 
LOC105037886 dirigent protein 22-like 73,00 2,00 2,00 10,00 
LOC105046554 E3 ubiquitin protein ligase DRIP2  152,10 2637,48 1488,51 1085,14 
LOC105038794 E3 ubiquitin-protein ligase At1g63170-like 342,95 158,83 10,30 0,00 
LOC105041586 E3 ubiquitin-protein ligase MIEL1  232,00 2605,00 2847,00 2490,00 
LOC105056403 E3 ubiquitin-protein ligase RHA2A-like 469,65 156,24 63,41 189,51 
LOC105059233 early nodulin-75-like 1454,61 155,26 456,61 378,88 
LOC105040195 early nodulin-93 266,00 2399,00 4008,00 2939,00 
LOC105050808 ethylene-responsive transcription factor ERF003-like 97,00 1684,92 922,00 1280,97 
Continua... 
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ID read Gene 
FPKM - T1 FPKM - T3 
AMP-1 SAP-7E AMP-1 IB-8 
LOC105060890 ethylene-responsive transcription factor ERF109-like 211,00 35,00 12,00 61,00 
LOC105034825 expansin-A10 387,00 150,00 3,00 149,00 
LOC105033645 ferritin-4, chloroplastic 12617,51 5225,61 6128,08 225,17 
LOC105055971 flavonoid 3'-monooxygenase-like 80,00 4,00 2,00 12,00 
LOC105032194 GDSL esterase/lipase At4g10955-like 247,00 45,00 0,00 61,00 
LOC105058545 geranylgeranyl diphosphate reductase, chloroplastic 373,00 160,00 21,00 138,00 
LOC105055682 glutelin type-A 3  2348,21 835,96 753,74 862,58 
LOC105059387 glutelin type-A 3-like [ Elaeis guineensis (African oil palm)  666,83 105,31 50,83 188,65 
LOC105037221 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic-like  66,78 731,62 607,28 614,88 
LOC105047676 glycosyltransferase family protein 64 protein C5-like  342,58 76,99 68,95 21,00 
LOC105034317 GRF1-interacting factor 1-like  1100,90 463,32 22,47 236,63 
LOC105039533 G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase LECRK2 0,00 160,00 17,00 110,00 
LOC105042195 heat stress transcription factor A-2c-like 165,00 2775,00 2006,00 1012,00 
LOC105048084 heat stress transcription factor C-2b-like  608,40 189,81 31,97 231,92 
LOC105048157 heme-binding protein 2 658,00 74,00 13,00 31,00 
LOC105047703 histone deacetylase 19-like 69,50 1546,20 2096,95 855,16 
LOC105047714 homeobox-leucine zipper protein ATHB-13-like 189,27 6,00 3,00 20,00 
LOC105039204 homeobox-leucine zipper protein HOX16 1596,74 811,23 191,09 715,52 
LOC105043487 homeobox-leucine zipper protein HOX6-like 3275,47 917,09 1549,38 663,34 
LOC105057316 homocysteine S-methyltransferase 2-like 206,00 9668,00 11231,00 3214,00 
LOC105052944 homogentisate geranylgeranyltransferase, chloroplastic-like  0,00 679,00 374,00 4,00 
LOC105038633 inositol transporter 1-like 592,01 9309,88 8893,18 14294,53 
LOC105040182 inositol transporter 1-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 281,71 78,62 4,00 16,00 
LOC105045181 late embryogenesis abundant protein Lea5-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 89834,00 25134,00 1427,00 6911,00 
LOC105034150 LOB domain-containing protein 41-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 226,44 7017,28 7002,94 3305,50 
LOC105044232 long-chain-alcohol oxidase FAO2-like 3,00 415,30 147,48 91,04 
LOC105060844 long-chain-alcohol oxidase FAO4A [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 260,00 22,00 1,00 44,00 
LOC105035048 LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase EFR 215,00 64,00 63,00 9,00 
LOC105053820 lysine-specific demethylase JMJ706-like 14,00 383,84 205,00 114,00 
LOC105060165 magnesium transporter MRS2-1-like  54,99 1,00 0,00 5,00 
LOC105036097 magnesium-protoporphyrin IX monomethyl ester [oxidative] cyclase, chloroplastic 424,00 143,00 45,00 202,00 
LOC105050046 myb family transcription factor PHL7-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 480,00 25,00 39,00 124,00 
LOC105056612 myb family transcription factor PHL8 [ 1058,00 585,00 1,00 542,00 
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ID read Gene 
FPKM - T1 FPKM - T3 
AMP-1 SAP-7E AMP-1 IB-8 
LOC105047002 NAC domain-containing protein 18 750,85 9047,78 2661,58 5888,54 
LOC105038579 NAC domain-containing protein 35-like 49,00 0,00 0,00 0,00 
LOC105043519 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit M, chloroplastic 80,00 9,06 5,00 2,00 
LOC105052073 NDR1/HIN1-like protein 12 436,71 146,49 1,00 159,17 
LOC105045976 non-specific lipid-transfer protein 1-like 299,00 21,00 2,00 178,00 
LOC105046902 pectinesterase-like  20696,00 5477,00 31,00 12918,00 
LOC105059095 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP19-3 429,00 156,00 32,00 216,00 
LOC105034623 peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO1-like 323,00 129,00 12,00 125,00 
LOC105058595 peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO4-like 405,00 20,00 2,00 81,00 
LOC105033015 pheromone-processing carboxypeptidase KEX1-like 2607,74 1093,36 78,00 1479,51 
LOC105036875 phosphoenolpyruvate carboxylase kinase 1-like 404,00 86,00 41,00 209,93 
LOC105039410 
photosynthetic NDH subunit of subcomplex B 3, chloroplastic [ Elaeis guineensis (African oil 
palm) ] 292,00 15,00 0,00 1,00 
LOC105053650 photosystem I reaction center subunit IV A, chloroplastic-like 80488,00 14530,00 2927,00 6393,00 
LOC105047929 plant cysteine oxidase 2 68,00 987,00 1448,13 658,00 
LOC105047705 plant cysteine oxidase 2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 24,00 764,06 775,06 1209,11 
LOC105037656 polyubiquitin 4 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 81,21 1620,42 1932,75 1058,79 
LOC105045959 potassium transporter 2-like 1301,00 53434,00 16172,00 23157,00 
LOC105044284 probable aquaporin PIP2-2 86,28 2,29 0,00 18,65 
LOC105034665 probable calcium-binding protein CML10 201,00 20,00 112,00 2,00 
LOC105041382 probable carboxylesterase 2  156,01 6,00 12,00 17,00 
LOC105060246 probable E3 ubiquitin-protein ligase RHY1A 1851,00 839,00 446,00 257,00 
LOC105056490 probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 2 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1245,00 26722,00 22713,00 16511,00 
LOC105032700 probable indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.5 231,00 39,00 1,00 38,00 
LOC105047471 probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g53430 298,00 14,00 0,00 122,00 
LOC105035498 probable polyamine oxidase 4 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 2657,20 544,09 525,42 331,87 
LOC105050235 probable polygalacturonase 29,00 679,00 710,00 481,00 
LOC105056946 probable protein phosphatase 2C 4  91,72 12,13 4,00 7,02 
LOC105056204 probable serine/threonine-protein kinase WNK11 128,37 3,74 15,97 6,90 
LOC105043534 probable transcription factor GLK1  69,00 0,00 0,00 13,00 
LOC105056861 probable trehalose-phosphate phosphatase 6 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 830,97 82,01 18,02 139,99 
LOC105043766 probable WRKY transcription factor 12 914,00 275,00 0,00 409,00 
LOC105040720 probable WRKY transcription factor 41 270,00 36,99 77,00 27,99 
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ID read Gene 
FPKM - T1 FPKM - T3 
AMP-1 SAP-7E AMP-1 IB-8 
LOC105048100 probable WRKY transcription factor 65  66,00 1,00 0,00 0,00 
LOC105058432 protein EXORDIUM-like 1 1492,12 927,10 8,37 637,94 
LOC105049054 protein G1-like1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 391,00 16,00 8,00 150,00 
LOC105043411 protein IQ-DOMAIN 1 489,63 229,99 82,00 143,53 
LOC105036268 protein MARD1-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 382,00 14,00 0,00 64,00 
LOC105036018 protein NRT1/ PTR FAMILY 3.1 467,75 232,42 0,00 198,63 
LOC105044788 protein NRT1/ PTR FAMILY 5.1 71,00 0,00 0,00 5,00 
LOC105043839 protein PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 2-like 60,00 3,00 2,00 3,00 
LOC105038343 protein PLASTID TRANSCRIPTIONALLY ACTIVE 7 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 594,00 39,00 13,00 202,00 
LOC105041290 protein PTST, chloroplastic 812,00 415,00 162,00 277,00 
LOC105056044 protein PYRICULARIA ORYZAE RESISTANCE 21 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 587,00 84,00 0,00 144,00 
LOC105045893 protein trichome birefringence-like 33 105,00 10,00 3,00 28,00 
LOC105055628 protein WALLS ARE THIN 1 306,00 8,00 0,00 130,00 
LOC105042432 protein YABBY 2  1059,00 651,00 15,00 391,00 
LOC105042395 protein-lysine N-methyltransferase N6AMT2 289,00 124,00 17,00 81,00 
LOC105043832 putative ABC transporter C family member 15 1779,00 541,00 610,00 434,00 
LOC105048578 putative pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase  627,19 255,37 255,37 100,85 
LOC105052166 putative receptor protein kinase ZmPK1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 563,19 100,37 14,77 99,00 
LOC105044610 putative serine/threonine-protein kinase-like protein CCR3 630,76 339,88 127,48 152,50 
LOC105035096 random slug protein 5-like 130,00 18,00 5,00 4,00 
LOC105049604 receptor-like serine/threonine-protein kinase SD1-7 42,00 2,00 0,00 0,00 
LOC105038259 rho GTPase-activating protein 1-like 186,60 26,00 20,12 34,21 
LOC105046259 
ribulose bisphosphate carboxylase small chain, chloroplastic [ Elaeis guineensis (African oil 
palm) ] 305,00 27,00 17,00 59,00 
LOC105041203 ribulose bisphosphate carboxylase small chain, chloroplastic-like 463,25 133,16 2,00 60,63 
LOC105039188 RING-H2 finger protein ATL46-like 92,00 0,00 0,00 2,00 
LOC105047155 scopoletin glucosyltransferase-like 128,00 2,00 2,00 0,00 
LOC105041856 senescence-induced receptor-like serine/threonine-protein kinase 267,00 0,00 14,00 172,00 
LOC105044625 serine carboxypeptidase-like 27 372,51 133,14 9,73 125,82 
LOC105048908 serine carboxypeptidase-like 50 500,00 353,00 42,00 47,00 
LOC105061434 serine, glycine, tyrosine and glutamine-rich protein-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1023,00 315,00 22,00 157,00 
LOC105046285 serine/arginine-rich splicing factor SR45a 248,00 2950,00 2069,00 1598,00 
LOC105058547 soluble starch synthase 2-2, chloroplastic/amyloplastic-like 624,00 56,00 69,00 116,00 
Continua... 
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Continua... 
ID read Gene 
FPKM - T1 FPKM - T3 
AMP-1 SAP-7E AMP-1 IB-8 
LOC105054157 SPX domain-containing membrane protein OsI_17046-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 454,89 23,58 4,00 152,71 
LOC105047822 SPX domain-containing protein 1 [ Elaeis guineensis (African oil palm)  6163,46 1548,23 1051,50 1893,77 
LOC105055578 stem-specific protein TSJT1 3445,00 1151,00 402,00 1140,00 
LOC105052726 stem-specific protein TSJT1 6759,47 85652,95 43616,71 27431,07 
LOC105060814 subtilisin-like protease SBT1.7 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 61,12 0,00 0,00 0,00 
LOC105047907 systemin receptor SR160  86,00 0,00 10,00 10,00 
LOC105049612 thioredoxin F, chloroplastic 391,00 139,03 12,00 109,00 
LOC105035455 thioredoxin-like protein CXXS1 796,62 21666,75 9847,12 4511,63 
LOC105052475 tip elongation aberrant protein 3 135,76 14,72 3,01 52,62 
LOC105051406 transcription factor bHLH129-like 303,00 64,00 12,00 54,19 
LOC105041715 transcription factor ILI5-like 66,00 2,00 0,00 5,00 
LOC105048455 transcription factor mef2A-like 229,00 20,00 1,00 4,00 
LOC105037527 transcription initiation factor TFIID subunit 10-like [ 650,00 210,00 166,00 157,00 
LOC105057478 translationally-controlled tumor protein homolog 18537,84 16058,78 2181,95 39,66 
LOC105052349 transmembrane protein 56-B-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 243,00 46,00 4,00 16,00 
LOC105040963 trans-resveratrol di-O-methyltransferase-like 63,00 0,00 1,00 1,00 
LOC105049127 trihelix transcription factor ASIL1-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 153,00 7,00 1,00 20,00 
LOC105038536 two-component response regulator ARR17-like 132,00 7,00 2,00 40,00 
LOC105053100 ubiquitin-like protein ATG12 120,45 22,36 30,14 2,67 
LOC105044415 U-box domain-containing protein 33 89,00 1237,00 2111,00 1031,00 
LOC105036669 U-box domain-containing protein 4 308,36 61,90 99,24 40,59 
LOC105040278 UDP-galactose/UDP-glucose transporter 3  1,00 140,73 111,66 104,92 
LOC105041627 UDP-glycosyltransferase 88A1-like 414,00 101,00 199,00 27,00 
LOC105039687 UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase 1 [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 1692,08 428,39 71,39 390,14 
LOC105057394 universal stress protein A-like protein 2,00 98,00 161,00 343,20 
LOC105049425 vacuolar cation/proton exchanger 1a 10723,78 3087,99 4615,04 2487,45 
LOC105037405 WAT1-related protein At4g19185-like  1978,00 1091,00 80,00 923,00 
LOC105039569 WAT1-related protein At4g30420  115,00 4,00 1,00 30,00 
LOC105050398 WRKY transcription factor WRKY51-like [ Elaeis guineensis (African oil palm) ] 351,87 24,00 33,90 31,64 
LOC105043392 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 31-like  408,00 94,00 27,00 180,00 
LOC105039245 zinc finger protein CONSTANS-LIKE 4 1017,00 465,58 100,63 440,29 
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Dentre os genes anotados como diferencialmente expressos apenas um deles está 
relacionado com a biossíntese de ácidos graxos, 3-ketoacyl-CoA synthase 11 (LOC105047853 
e LOC105048357) (KCS) (Tabela 8). O KCS é responsável pelo primeiro passo na biossíntese 
de ácidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA), com 20 ou mais carbonos (Lee et al. 2009; 
Sagar et al., 2015) sua enzima catalisa a seguinte reação:  
VLCFA-CoA + malonyl-CoA = CoA + VLCFA-3-oxoacyl-CoA + CO 
Por estar envolvido com a biossíntese de VLCFA este gene não foi selecionado para 
análises de qPCR, pois a quantidade desses ácidos graxos nos três tempos de avaliação no óleo 
do mesocarpo e do endosperma não são muito altos, principalmente quando comparada com os 
principais ácidos graxos produzidos. A proporção de ácido araquídico (C20:0) em T1 é de 
aproximadamente 0,23% e de ácido beénico (C22:0) é de 0,44% no óleo da polpa, em T2 é de 
0,23% de C20:0 e 0,07% de C22:0 e em T3 é de 0,22% de C20: e 0,02% de C22:0, não diferindo 
muito dos valores encontrados no óleo do endosperma. Portanto, este gene pode não ser crucial 
para a biossíntese de ácidos graxos em mesocarpo e endosperma de macaúba. 
Os genes sequenciados foram anotados funcionalmente por meio do software Blast2GO 
(Götz et al., 2008) resultando em 60 processos biológicos e 100 funções moleculares para todos 
os transcritos anotados (Figuras 12 e 13). Dentre os processos biológicos descritos é possível 
verificar a presença de um grupo fatty acid biossintetic process, ou seja, foram anotados 
transcritos relacionados a biossíntese de ácidos graxos, indicando que este processo sofre 
modificações ao longo do amadurecimento dos frutos. 
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Figura 12. Categorias de processos biológicos encontrados a partir dos transcritos obtidos do transcriptoma do mesocarpo de frutos de macaúba. 
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Figura 13. Categorias de funções moleculares encontrados a partir dos transcritos obtidos do transcriptoma do mesocarpo de frutos de macaúba.
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4.4 Seleção de primers para qPCR 
Selecionados os pares de primers com melhor amplificação, assim como a melhor 
concentração, foi realizado o teste de eficiência de PCR nos primers de melhor 
performance, a partir do CT das reações de qPCR, o valor de CT (threshold cycle) refere-
se ao ciclo de PCR em que há o aumento na fluorescência acima do sinal basal. Se tratando 
de uma reação de PCR em que o número de cópias do gene sintetizado in vitro aumenta 
em progressão geométrica, a diferença do valor de CT entre as amostras é indicativo do 
número inicial de cópias do gene alvo de cada tratamento (Giulietti et al., 2001). 
A eficiência de amplificação (E) para cada primer foi calculada utilizando-se o 
valor referente ao coeficiente angular da reta (Slope) (Figura 14). Para sua estimativa, 
foram utilizadas curvas padrão de diluição de cDNA. Assim, foi tomado um pool de 
cDNAs contendo amostras escolhidas aleatoriamente de mesocarpo e endosperma. A 
partir deste, foram feitas as seguintes diluições seriadas partindo de 300 ng/µl (incluindo 
o concentrado): 5x10-1, 2,5x10-1, 1,25x10-1, 6,25x10-1, 3,12x10-1 e 1,5x10-1 (Figura 14). 
O cálculo da eficiência de amplificação dos primers dos genes normalizadores 
variou de 1,03 a 1,52 (Tabela 9) e para uma boa PCR a eficiência do primer deve ser entre 
90% e 110% e os valores obtidos estão próximos a esta faixa, portanto foram selecionados 
como normalizadores AaTUB1 (1,11) e AaUBQ1 (1,03). 
Dentre os primers dos genes relacionados a biossíntese de ácidos graxos aqueles 
com melhores valores de eficiência foram selecionados para análise de qPCR (Tabela 10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Curva padrão gerada para ilustrar o cálculo de eficiência de amplificação do gene Ubiquitina a 
partir de RNA extraído de mesocarpo e endosperma de frutos de macaúba. Em destaque, o coeficiente 
angular da reta (slope) e o valor da eficiência (E). 
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Tabela 9. Eficiência dos genes normalizadores para macaúba. 
Gene Nome da Seq. Eficiência 
Actina 
AaACT1 1,23 
AaACT2 1,14 
β-tubulina 
AaTUB1 1,11 
AaTUB2 1,52 
AaTUB3 1,38 
GAPDH AaGAPDH2 1,18 
Ubiquitina AaUBQ1 1,03 
 
Tabela 10. Eficiência dos genes relacionados a biossíntese de ácidos graxos em frutos de macaúba. 
Gene 
Nome da 
seq. Eficiência 
FAD2 AaFAD2 0,84 
FAD3 AaFAD3 0,95 
FatA AaFatA 1,21 
FatB AaFatB 1,19 
KASI AaKASI 0,82 
KASII AaKASII 1,13 
 
 
4.5 Análises de expressão diferencial de genes envolvidos na biossíntese de 
ácidos graxos 
4.5.1 Mesocarpo 
4.5.1.1 Expressão diferencial por genótipo 
Nos últimos quatro meses de maturação e nos dois anos de coleta o mesocarpo 
dos frutos da macaúba apresentaram progressivo aumento na produção de óleo em todos 
os genótipos analisados, assim como, modificações no perfil de ácidos graxos ao longo 
dos tempos, indicando que há biossíntese de ácidos graxos no período estudado. 
Buscando investigar melhor quais fatores podem influenciar na composição do óleo seis 
genes relacionados a biossíntese de ácidos graxos foram selecionados para análises de 
expressão diferencial.  
Em todos os genótipos, os ácidos graxos com maior proporção foram o ácido 
oleico, palmítico e linoleico. Ao longo do tempo a maioria apresentou aumento na 
proporção de ácido oleico e palmítico, e declínio na proporção de ácido linoleico. Os 
principais genes que atuam nesses ácidos graxos e podem ser responsáveis pelo perfil 
apresentado são o FAD2, FAD3, FatA, FatB, KASI e KASII.  
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A enzima FAD2 tem como substrato o ácido oleico (18:1) e é responsável pela 
adição de uma insaturação produzindo ácido linoleico (18:2) (Browse, 1991). Sua ação já 
foi comprovada em diversas outras espécies e é, provavelmente, a enzima mais estudada 
da rota metabólica de ácidos graxos, por ter grande influência nos níveis de ácido oleico 
e linoleico em óleos de plantas, que são os ácidos graxos mais pretendidos pelas 
indústrias, principalmente a de biocombustíveis.  Sua ação já foi citada em Arabidopsis 
(Okuley et al., 1994), Aleurites fordii (Dyer et al., 2002), Linum usitatissimum (Khadake 
et al., 2009), Portulaca oleracea (Teixeira et al., 2009), Helianthus annuus (Martínez-
Rivas et al., 2001), Arachis hypogaea (Chi et al., 2011), Xanthoceras sorbifolia (Guo et 
al., 2013), Ricinus communis (Venegas-Calerón et al., 2016), Gossypium barbadense 
(Shockey et al., 2017), Elaeis guineensis (Sun et al., 2016), Glycine max (Demorest et al., 
2016), (Thambugala et al., 2016), Brassica napus (Lemesh et al., 2015) 
A FAD3 atua sobre o ácido linoleico adicionando uma dupla ligação e 
transformando-o em ácido linolênico (18:3) (Ohlrogge & Browse 1995; Rahman et al., 
2001). A atuação do gene FAD3 foi constata em diversas espécies, como Arabidopsis 
thaliana (Puttick et al., 2009; O’Neill et al., 2011), Glycine max (Reinprecht et al., 2009; 
Demorest et al., 2016), Linum usitatissimum (Vrinten et al., 2005; Thambugala et al., 
2016), Olea europaea (Hernández et al., 2015), Brassica napus (Jourdren et al., 1996; 
Lemesh et al., 2015), Brassica oleracea (Singer et al., 2014). 
 Enquanto a enzima acil-ACP tioesterases (FAT), hidrolisa nh o grupo acil-ACP 
liberando ácidos graxos livres e ACP, a FatA tem alta atividade em 18:1-ACP liberando 
18:1 e ACP, e FatB tem preferência, especialmente, por 16:0-ACP liberando 16:0 (ácido 
palmítico), porém também pode atuar em substratos com menos de 16 carbonos 
(Dörmann et al., 1995; Sidorov & Tsydendambaev, 2014; Bonaventure et al., 2013).  
Já foi relatado a ação de FatA várias outras espécies como em Brassica (Hawkins 
& Kridl, 1998), Arabidopsis thaliana (Moreno-Pérez et al., 2012), Coriandrum sativum 
(Salas & Ohlrogge, 2002), Helianthus annuus (Serrano-Veja et al., 2005; Aznar-Moreno 
et al., 2016), Ricinus communis (Sánchez-García et al., 2010), Macadamia tetraphylla 
(Moreno-Pérez et al., 2011), Camelina sativa (Rodríguez-Rodríguez et al., 2014). Em 
pinhão manso a relação de FatA com ácido oleico também foi observada, durante o 
desenvolvimento das sementes, com o aumento do conteúdo de C18:1 enquanto C16:0 e 
C18:0 diminuiu conforme o nível de expressão de FatA aumentou e de FatB diminuiu 
(Jiang et al., 2012). 
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A afinidade de FatB com substratos 16:0-ACP já foi comprovada em diversos 
trabalhos. A expressão desse gene aumentou significativamente os níveis de C16:0 em 
plantas oleaginosas, como em Brassica (Hawkins & Kridl, 1998), Cuphea hookeriana 
(Jones et al., 1995), Arabidopsis thaliana (Dörmann et al., 2000; Salas & Ohlrogge, 
2002), dendê (Othman et al., 2000), cártamo (Knutzon et al., 1992), Helianthus annuus 
(Aznar-Moreno et al., 2016), Ricinus communis (Sánchez-García et al., 2010), 
Macadamia tetraphylla (Moreno-Pérez et al., 2011), Camelina sativa (Rodríguez-
Rodríguez et al., 2014), Cocos nucifera (Yuan et al., 2014). A expressão de FatB1 de nós-
moscada em Brassica transformada revelou acumulo de C16:0 e montantes significativos 
de C14:0. Esse mesmo gene expresso em canola levou ao acumulo de C16:0, C14:0 e 
C10:0 e diminuição de 18:0. Em plantas transgênicas de Arabidopsis em que o gene FatB 
foi silenciado houve redução de 42% de ácido palmítico nas folhas, 56% nas flores, 48% 
nas raízes, 56% nas sementes, e aumento de 150 a 200% de ácido oleico nas folhas, flores 
e raízes (Bonaventure et al., 2003). 
As ketoacil sintases (KAS) são responsáveis pelo alongamento da cadeia 
carbônica, a KASI alonga substratos de 4:0-ACP para 16:0-ACP e KASII medeia o 
alongamento de 16:0-ACP para 18:0-ACP e insere uma dupla ligação no oleoil-ACP 
(18:0-ACP) formando 18:1-ACP (Pidkowich et al., 2007; Sidorov & Tsydendambaev, 
2014). 
Em bactérias ou Arabidopsis transformadas com o gene KASII de plantas 
oleaginosas como Jatropha curcas (Wei et al., 2012; Guerin et al., 2016), Elaeis 
guineensis (Ramli et al., 2012), Brassica napus (Gupta et al., 2012), Jessenia bataua (Teh 
& Ramli, 2011) a porcentagem de C18:1 aumentou com o aumento da expressão desse 
gene. 
Já em Chlorella vulgaris (Jusoh et al., 2015) a porcentagem de C16:0 aumentou 
com o aumento da expressão de KASI. Em Cuphea wrightii foi registrada a ação de FatB 
e KASI sobre o ácido palmítico (Leonard et al., 1998). 
Considerando a direta atuação de cada enzima em um substrato específico, FAD2 
no ácido linoleico, FAD3 no ácido linolênico, FatA e KASII no ácido oleico, FatB e KASI 
no ácido palmítico, foram observadas como a expressão de cada gene influencia na 
concentração desses ácidos graxos.  
Comparando o perfil de ácidos graxos com a expressão diferencial dos genes 
selecionados, usando o T1, como controle, foi possível analisar como cada gene se 
comporta em diferentes condições, uma vez que estamos considerando genótipos 
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selvagens em condições ambientais naturais, não controladas. Devido este fato cada 
genótipo analisado é único, com perfis de ácidos graxos distintos em cada tempo e ano, 
sendo importante considerar como cada gene se expressou em cada situação para melhor 
compreensão de sua atuação na biossíntese de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de 
macaúba. 
SAP-1D e SAP-2D apresentaram perfil de ácidos graxos muito semelhante nos 
dois anos de coleta, assim como a expressão de cada gene analisado. FAD2 e FAD3 foram 
down-regulados em T2 e T3 nos dois anos e os ácido linoleico e linolênico também 
apresentaram queda ao longo do tempo, indicando intima relação entre a produção desses 
ácidos graxos e a expressão dos genes. Já FatA, FatB, KASI e KASII foram up-regulados 
e o principal produto gerado pela atuação de cada um deles apresentaram aumento ao 
longo dos tempos, o ácido oleico e o palmítico (Figuras 15, 16, 33A e 33B). 
 
Figura 15. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-1D em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014).  
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Figura 16. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-2D em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
SAP-3D apresentou comportamento semelhante aos genótipos já citados, porém 
KASI foi down regulado em T3 no ANO1, apesar do principal produto obtido pela ação 
desse gene ser o ácido palmítico e este apresentar aumento em T3, os demais ácidos 
graxos que este gene pode intervir, como o ácido láurico (C12:0) e o mirístico (C14:0), 
apresentaram queda em T3 em relação à T1, podendo indicar o diferencial da expressão 
desse gene neste genótipo (Figuras 17 e 33A). 
 
 
Figura 17. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-3D em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
Já SAP-1E e IB-3 apresentaram FAD2 up regulado no ANO1, diferindo do ANO2 
em que este foi down regulado, mas em ambos os anos a regulação do gene acompanhou 
a proporção de ácido linoleico, no ANO1 houve aumento de C18:2 e no ANO2 queda ao 
longo dos tempos. Enquanto FAD3 foi down regulado nos dois anos, havendo queda de 
ácido linolênico nos dois anos. No ANO1 FatB e KASI foram down regulados, isto porque 
os ácidos graxos de cadeia mais curta, como C12:0, C14:0 e C16:0 apresentaram queda 
ao longo da maturação, e no ANO2 a situação se inverteu. KASII e FatA foram up-
regulados nos dois anos e em todos os tempos, devido ao aumento de ácido oleico ao 
longo da maturação (Figuras 18, 19, 33A e 33B). 
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Figura 18. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-1E em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
 
 
Figura 19. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta IB-3 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
Apesar de haver algumas lacunas na expressão dos genes para o genótipo SAP-
5E, é possível verificar que FAD2 foi up regulado no ANO1 e down regulado no ANO2, 
uma vez que o ácido linoleico apresentou queda no ANO1 e aumento no ANO2. Enquanto 
FAD3 foi down regulado nos dois anos, havendo uma pequena queda de ácido linolênico 
nos dois anos. FatA e KASII foram up-regulados nos dois anos, uma vez que o ácido 
oleico também apresentou incremento com o tempo, nos dois anos. No ANO1 o ácido 
palmítico apresentou aumento na sua proporção ao longo do tempo, e em T3 FatB foi 
ligeiramente up regulado, acompanhando o comportamento desse ácido graxo. Porém 
KASI foi down regulado no ANO1, principalmente devido à queda dos demais ácidos 
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graxos de cadeia mais curta (C12:0 e C14:0) em quem ele também atua. Já no ANO2 
FatB e KASI foram down regulados, assim como os ácidos palmítico, mirístico e láurico 
também apresentaram queda (Figuras 20, 33A e 33B). 
 
 
 
Figura 20. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-5E em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
SAP-6E também apresenta dados faltantes, porém ainda assim é possível perceber 
que a expressão da maioria dos genes é semelhante entre os dois anos, o ácido oleico 
apresentou aumento ao longo dos tempos, nos dois anos, corroborando com a expressão 
dos principais genes de atuação na sua produção FatA e KASII, que foram up-regulados. 
Enquanto FatB e KASI foram down regulados, interferindo na proporção dos ácidos 
palmítico, láurico e mirístico, que apresentaram queda ao longo do tempo, nos dois anos. 
Os únicos genes que se expressaram de maneira diferente nos dois anos foram FAD2 e 
FAD3, em que no ANO1 FAD2 foi down regulado e no ANO2 foi up regulado, 
acompanhando a proporção de ácido linoleico em cada ano, no ANO1 ele apresentou 
queda e no ANO2 aumento. O mesmo ocorreu com o FAD3 e o seu produto, ácido 
linolênico (Figuras 21, 33A e 33B). 
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Figura 21. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-6E em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
O perfil de ácidos graxos do genótipo SAP-7E diferiu nos dois anos de avaliação, 
assim como a expressão dos genes. No ANO1 houve aumento do ácido oleico ao longo 
dos tempos, corroborando com o nível de expressão de FatA e KASII, ambos up-
regulados, porém no ANO2 estes mesmos genes foram down regulados, assim como a 
proporção do ácido oleico diminuiu em T2 e T3 em relação à T1. FatB e KASI que estão 
diretamente relacionados com a produção, principalmente, de ácido palmítico, foram 
down-reguladosno ANO1, acompanhando a baixa deste ácido graxo em T2 e T3, porém 
no ANO2 ele diminui em T2 e aumentou em T3, e o mesmo ocorreu com a expressão dos 
genes foram down-reguladosem T2 e em T3 up-regulados. Porém FAD2 e FAD3 
apresentaram o mesmo comportamento nos dois anos, foram up-regulados em T2 e down-
regulados em T3, acompanhando a proporção do ácido linoleico e linolênico em cada 
tempo, respectivamente (Figuras 22, 33A e 33B). 
 
 
0
10
20
30
40
50
60
70
C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0
P
ro
p
o
rç
ão
 d
e 
ác
id
o
s 
gr
ax
o
s
SAP-6E
65 
 
 
 
 
Figura 22. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-7E em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
SAP-10E no ANO1 apresentou diminuição do ácido linoleico e linolênico, logo a 
expressão de FAD2 e FAD3 também seriam baixas, respectivamente. O mesmo ocorreu 
com o ácido palmítico, e os genes FatB e KASI foram down regulados. Já FatA e KASII 
foram up-regulados, corroborando com o aumento de ácido oleico nos tempos T2 e T3. 
Já no ANO2 a maioria dos ácidos graxos apresentaram incremento com o tempo, e a 
expressão dos genes analisados acompanharam este fato, foram todos up-regulados 
(Figuras 23, 33A e 33B). 
 
 
 
Figura 23. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SAP-10E em três tempos 
de maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do 
amadurecimento e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
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 No genótipo AMP-1 a maioria dos genes apresentaram o mesmo nível de 
expressão no ANO1 e ANO2, com exceção do KASI, em que no ANO1 foi down regulado 
e no ANO2 foi up regulado, isto pode ter ocorrido devido a proporção que o ácido 
palmítico apresentou em cada ano, no ANO1 ele diminuiu com o tempo e no ANO2 
aumentou. Os demais ácidos graxos se comportaram da mesma forma no ANO1 e no 
ANO2, o ácido oleico aumentou, logo FatA e KASI foram up-regulados, os ácidos 
linoleico e linolênico diminuíram, portanto, FAD2 e FAD3 foram down regulados, e FatB 
foi down regulado, provavelmente interferindo na proporção de ácido láurico e mirístico, 
que também diminuíram (Figuras 24, 33A e 33B).  
 
 
 
Figura 24. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta AMP-1 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
Em AMP-5 FAD2 e FAD3 foram up-regulados no ANO1, influenciando na 
concentração de ácido linoleico e linolênico que sofreram aumento em T2 e T3 em relação 
à T1. Porém no ANO2 esses mesmos genes foram down regulados, e a proporção dos 
respectivos ácidos graxos diminui com o tempo, enquanto FatA e KASI foram up-
regulados nos dois anos, refletindo na concentração de ácido oleico, que aumentou nos 
tempos analisados. No ANO1 FatB e KASI foram down regulados, podendo influenciar 
na proporção de ácido palmítico que sofreu queda em T2 e T3, já no ANO2 FatB também 
foi down regulado, influenciando não só a proporção de ácido palmítico, mas também de 
ácido láurico e mirístico. Enquanto KASI, por ter maior afinidade com C16:0 foi up 
regulado em T2 e down regulado em T3 (Figuras 25, 33A e 33B). 
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Figura 25. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta AMP-5 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
Nos dois anos FAD2 e FAD3 foram down-reguladosem AMP-8 e os ácidos 
linoleico e linolênico também apresentaram queda, corroborando com os dados de 
expressão. No ANO1 e ANO2 o ácido oleico demonstrou o mesmo perfil, alta em T2 e 
queda em T3, o mesmo pode ser observado em FatA e KASII que foram up-regulados em 
T2 e down-reguladosem T3 nos dois anos. FatB e KASI foram up-regulados em todos os 
tempos, nos dois anos, assim como o ácido palmítico aumentou sua proporção em T2 e 
T3 no ANO1 e ANO2 (Figuras 26, 33A e 33B). 
 
 
 
Figura 26. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta AMP-8 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
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 O perfil de ácidos graxos de AMP-10 é semelhante no ANO1 e ANO2, o ácido 
oleico apresenta aumento progressivo, logo FatA e KASII também apresentam expressão 
elevada. No ANO1 há uma queda brusca de ácido palmítico em T2 e T3 em relação à T1, 
e apesar de não ser possível a constatação do nível de expressão em T2, em T3 FatB e 
KASI estão down regulados. Já no ANO2 a proporção de ácido palmítico permanece 
praticamente a mesma ao longo dos tempos, assim como a expressão dos genes 
envolvidos na sua produção. O ácido linoleico aumentou nos tempos analisados e nos 
dois anos e a expressão de FAD2 corrobora com esses dados, ele foi up regulado. 
Enquanto o ácido linolênico apresentou aumento no ANO1 e queda no ANO2, fato 
constatado nos níveis de expressão de FAD3 que foi up regulado no ANO1 e down 
regulado no ANO2 (Figuras 27, 33A e 33B). 
 
 
 
Figura 27. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta AMP-10 em três tempos 
de maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do 
amadurecimento e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
 O genótipo SN-4 apresentou perfis diferentes para os ácidos linoleico e linolênico 
nos anos 1 e 2, no primeiro ano os dois ácidos graxos tiveram queda com o 
amadurecimento dos frutos, enquanto no segundo ano foi observado aumento. 
Acompanhando essas diferenças a expressão dos genes FAD2 e FAD3 também 
apresentaram níveis de expressão diferentes, foram down-reguladosno ANO1 e up-
regulados no ANO2. Já os genes FatB e KASI demonstraram o mesmo nível de expressão 
nos dois anos, ambos foram down regulados, comparando com o perfil dos ácidos graxos 
de cadeia curta (C16:0, C14:0 e C12:0) todos apresentaram queda nos tempos T2 e T3 
nos anos 1 e 2. O contrário ocorreu com o ácido oleico, que só aumentou em T2 e T3 no 
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ANO1 e ANO2, fato refletido na expressão dos genes FatA e KASII que foram up-
regulados neste mesmo período (Figuras 28, 33A e 33B). 
 
 
 
Figura 28. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SN-4 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
Em SN-11 os ácidos graxos oleico, palmítico, mirístico e láurico revelaram 
comportamentos semelhantes ao longo da maturação do fruto no ANO1 e no ANO2, e 
este fato foi observado também na expressão dos genes FatB, KASI, FatA e KASII, que 
acompanharam a produção desses ácidos graxos. Já os ácidos linoleico e linolênico 
diminuíram no ANO1 e aumentaram no ANO2, e seguido por este perfil os genes FAD2 
e FAD3 foram down-reguladosno ANO1 e up-regulados no ANO2 (Figuras 29, 33A e 
33B). 
 
 
Figura 29. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta SN-11 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
0
10
20
30
40
50
60
70
C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0
P
ro
p
o
rç
ão
 d
e 
ác
id
o
s 
gr
ax
o
s
SN-4
0
10
20
30
40
50
60
C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0
P
ro
p
o
rç
ão
 d
e 
ác
id
o
s 
gr
ax
o
s
SN-11
70 
 
 
Em IB-1 a expressão dos genes também acompanhou o perfil de ácidos graxos ao 
longo dos tempos, o ácido oleico aumentou nos dois anos em T2 e T3, o que pode ser 
observado também na expressão de FatA e KASII que foram up-regulados no mesmo 
período. No ANO1 os ácidos láurico, mirístico e palmítico diminuíram a proporção com 
a maturação do fruto, fato refletido na expressão de FatB e KASI, que foram down 
regulados. Porém, no ANO2 o ácido palmítico teve um leve aumento em T3, e com isso 
foi possível observar que FatB foi down regulado, mas KASI foi up regulado em T3. Já o 
ácido linoleico, no ANO1 manteve a proporção em T1 e T2, logo a expressão de FAD2 
não apresentou alteração, mas em T3 o seu nível baixou e FAD2 foi down regulado. 
Enquanto o ácido linolênico diminuiu com o tempo, e o nível de FAD3 também (Figuras 
30, 33A e 33B). 
 
 
 
Figura 30. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta IB-1 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
Para o genótipo IB-8 a proporção de ácido linoleico e linolênico diminuiu com o 
amadurecimento do fruto, nos dois anos de avaliação, e concomitantemente foi observado 
que FAD2 e FAD3 foram down regulados. Já os genes FatB e KASI tiveram expressão 
diferente em cada ano, no ANO1 foram down-reguladose no ANO2 up-regulados, o que 
pode ter refletido no perfil do ácido palmítico, em que no ANO1 apresentou queda em T2 
e T3, e no ANO2 aumentou sua proporção. Enquanto o ácido oleico, ao longo dos três 
tempos analisados, exibiu aumento na sua proporção. No ANO1 a relação do FatA e 
KASII está intimamente relacionada ao perfil de ácido oleico apresentado, uma vez que o 
nível de expressão foi maior em T2 e T3 em relação à T1. No ANO2, devido à falta de 
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dados não foi possível constatar o comportamento de KASII e para o FatA só possível 
observar o resultado em T3, mas mesmo assim foi condizente com o aumento de ácido 
oleico, pois FatA foi up regulado (Figuras 31, 33A, 33B). 
 
 
 
Figura 31. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta IB-8 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
 
O genótipo IB-11 apresentou perfil de expressão diferencial semelhante nos dois 
anos e, juntamente, o perfil de ácidos graxos também foi parecido. O ácido oleico 
aumentou com a maturação dos frutos, nos dois anos, e o mesmo ocorreu com o nível de 
expressão de FatA e KASII. Enquanto os ácidos linoleico, linolênico e palmítico 
diminuíram e T2 e T3, no ANO1 e ANO2, assim como FAD2, FAD3, FatB e KASI foram 
down-regulados (Figuras 31, 33A, 33B). 
 
 
Figura 32. Perfil de ácidos graxos do óleo do mesocarpo de macaúba da planta IB-11 em três tempos de 
maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do amadurecimento 
e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014). 
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Essas análises mais profundas de cada genótipo permitiram verificar que a 
expressão dos genes selecionados influencia muito no perfil de ácidos graxos de cada 
genótipo, acompanhando o aumento e a diminuição de cada ácido graxo com o tempo. 
Por se tratarem de genótipos selvagens, ou seja, que não sofreram seleção, é cabível haver 
muita diversidade no perfil de ácidos graxos e na expressão dos genes entre os genótipos. 
Esta característica permitiu maior relevância nos resultados obtidos, verificando que 
mesmo em condições ambientais distintas e com diversidade genética a atuação desses 
genes é imprescindível à produção e a composição do óleo do mesocarpo de macaúba. 
 
 
 
73 
 
 
 
Figura 33. Heatmap da expressão diferencial de seis genes relacionados à biossíntese de ácidos graxos 
(FAD2, FAD3, FatA, FatB, KASI e KASII) em óleo do mesocarpo de frutos de macaúba, em 18 genótipos, 
em dois anos 2013 (A) e 2014 (B). 
 
 
4.5.1.2 Expressão diferencial comparada entre genótipos 
Ao comparar o nível de expressão de cada gene em relação aos genótipos é 
possível perceber que não há uma relação direta entre a concentração de um determinado 
ácido graxo com expressividade do gene diretamente relacionado. Os genótipos que 
apresentaram maior teor de oleico ao final da maturação dos frutos (em T3) foram, no 
ANO 1 IB-3 (70,53%), IB-11 (68,42%), IB-1 (68,74%) e no ANO 2 IB-11 (69,79%), IB-
8 (68,12%), AMP-10 (68,65%) (Figuras 15-32). Porém, os genótipos com maior nível de 
expressão em T3 de FatA no ANO1 foram SAP-2D, SN-11, SAP-3D e no ANO2 foram 
SAP-3D, SAP-10E, IB-1, e de KASII no ANO1 foram SAP-1D, SAP-2D, SAP-1E, e no 
ANO2 foram IB-1, IB-3 e SAP-5E (Figuras 33A e 33B). Nestes casos os genótipos com 
maior de teor de ácido oleico não foram aqueles com maior nível de expressão dos genes 
diretamente relacionados a este substrato, o mesmo ocorre para os genótipos de baixa 
concentração de oleico.  
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No ANO1 os genótipos com menor concentração de ácido oleico são SAP-1D 
(38,93%), SAP-7E (43,45%), AMP-1 (46,16%) e no ANO2 foram SAP-3D (40,88%), 
SAP-10E (44,17%), SAP-1D (45,21%) (Figuras 15-32), enquanto aqueles com menor 
expressividade de FatA no ANO1 foram AMP-8, AMP-5, AMP-1 e no ANO2 foram 
AMP-8, SAP-1E, AMP-10, e de KASII no ANO1 foram AMP-8, AMP-5, SN-4 e no 
ANO2 foram AMP-8, SAP-7E, SAP-1E (Figuras 33A e 33B). Coincidentemente AMP-
1 tem um dos menores teores de oleico no ANO1 e apresentou baixa expressão de FatA, 
mas foi o único genótipo que apresentou essa relação, tanto aqueles com maior teor de 
oleico quanto os de menor teor não manifestaram associação com o nível de expressão 
dos genes ao final da maturação. 
No ANO1 os genótipos com maior teor de ácido palmítico foram SAP-1D 
(31,03%), SAP-2D (25,02%), SAP-3D (24,85%) e no ANO2 foram SAP-1D (27,98%), 
SAP-7E (27,16%), SAP-3D (26,30%) (Figuras 15-32). Os genótipos com maior 
expressão de FatB no ANO1 foram SAP-2D, SAP-1D, SAP-3D e no ANO2 foram SAP-
1E, IB-3, IB-11, e de KASI no ANO 1 foram SAP-1D, SAP-2D, AMP-8 e no ANO2 
foram SAP-1D, SAP-3D, AMP-8 (Figuras 33A e 33B). No ANO1 os três genótipos com 
maior teor de palmítico apresentaram maior nível de expressão de FatB e dois deles de 
KASI demonstrando a importância desses genes na concentração final de C16:0.  
Os genótipos com menor teor de palmítico no ANO1 foram IB-3 (8,94%), IB-1 
(11,50%), IB-11 (13,44%) e no ANO2 foram IB-11 (9,04%), IB-8 (11,68%), SN-11 
(12,52%) (Figuras 15-32), para o gene FatB aqueles que apresentaram menor nível de 
expressão no ANO1 foram SAP-1E, IB-3, IB-11 e no ANO2 foram SAP-5E, AMP-1, SN-
11, e para KASI no ANO1 foram SAP-1E, IB-1 IB-8 e no ANO2 foram SAP-5E, SN-11, 
SN-4 (Figuras 33A e 33B). Apenas dois genótipos no ANO1 tiveram baixo nível de 
expressão de FatB e menor teor de palmítico, os demais não apresentaram relação, 
indicando que não há relação direta entre o nível de expressão dos genes FatB e KASI em 
T3 com o teor final de ácido palmítico no óleo da polpa. 
Para o ácido linoleico os genótipos com maior teor no ANO1 foram SN-11 
(22,12%), SAP-7E (19,39%), SAP-3D (15,10%) e no ANO2 foram SN-11 (18,59%), 
SAP-3D (15,32), IB-1 (13,94%) (Figuras 15-32), e aqueles com maior nível de expressão 
de FAD2 foram no SAP-1E, IB-3, SAP-5E no ANO1 e SAP-10E, SN-11, SN-4 no ANO2 
(Figuras 16A e 16B). Já os com menor teor de linoleico foram IB-1 (8,19%), SAP-6E 
(8,76%), SAP-10E (10,59%) no ANO1 e no ANO2 foram SAP-7E (4,88%), IB-11 
(7,63%), IB-8 (8,50%) (Figuras 15-32), e os com menor nível de expressão de FAD2 
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foram IB-11, SAP-3D, SAP-10E no ANO1 e SAP-1D, SAP-2D, SAP-5E no ANO2 
(Figuras 33A e 33B). A maioria dos genótipos não apresentou relação entre o nível de 
expressão de FAD2 em T3 e o teor final de ácido linoleico. 
No ANO1 os genótipos com maior teor de ácido linolênico foram AMP-10 
(2,00%), SN-11 (1,74%), SAP-7E (1,73%) e no ANO2 foram IB-1 (1,37%), SAP-3D 
(1,14%), SN-11 (1,07%) (Figuras 15-32), e aqueles com maior nível de expressão de 
FAD3 foram IB-3, AMP-10, AMP-5 no ANO1 e SN-11, SN-4, SAP-10E no ANO2 
(Figuras 33A e 33B). Já os genótipos de menor teor foram SAP-1E (0,08%), SAP-3D 
(0,09%), SN-4 (0,25%) no ANO1 e SAP-7E (0,06%), SAP-1E (0,10%), AMP-1 (0,60%), 
SAP-2D (0,60%) no ANO2 (Figuras 15-32), e aqueles com menor nível de expressão de 
FAD3 foram SAP-10E, SAP3D, SAP-1E no ANO1 e SAP-1D, AMP-10, AMP-8 no 
ANO2 (Figuras 33A e 33B). Poucos genótipos apresentaram coincidência entre o teor de 
ácido linolênico e o nível de expressão de FAD3, foram AMP-10, SN-11, SAP-1E e SAP-
3D, eles confirmam a relação de ação do gene sobre esse ácido graxo, mas não 
necessariamente sua ligação com o nível de produção em comparação com outros 
genótipos. 
Apesar de algumas correspondências de genótipos entre teor final dos ácidos 
graxos e nível de expressão dos genes relacionados, a comparação da produção dos ácidos 
graxos do óleo do mesocarpo não pode ser baseada na relação direta dos níveis de 
expressão dos principais genes envolvidos em sua síntese ao final da maturação dos 
frutos. Esta relação depende de muitos fatores, como a origem selvagem dos genótipos 
analisados, que possuem genética distinta; a localização de cada planta, que se encontram 
em regiões diferentes, submetidos a diferentes ambientes. Deve-se considerar também o 
nível de expressão de cada gene desde o início da síntese do óleo da polpa, pois não existe 
um padrão de síntese de ácidos graxos ao longo do amadurecimento dos frutos, cada 
genótipo comporta-se de determinada maneira diante do acumulo de ácidos graxos no 
óleo. A ação de outros genes envolvidos na biossíntese de ácidos graxos que não foram 
analisados neste trabalho também pode influenciar na concentração final. Já foi 
identificado que FAD5 codifica palmotoil-monogalactosildiacilglicerol e atua nos 
plastídios, está envolvido na síntese de ácido palmítico, porém em proporções menores 
(Chen et al., 2015; Gacek et al., 2017). A FAD6, FAD7 e FAD8 também atuam nos 
plastídios, mas FAD7 e FAD8 catalisam a desaturação de ácido linoleico em ácido 
linolênico, enquanto FAD6 catalisa a desaturação de ácido oleico em ácido linoleico 
(Chen et al., 2015). 
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4.5.1.3 Expressão diferencial relacionada a substratos secundários 
Além da ação direta que uma enzima realiza em determinado substrato 
aumentando o teor conforme sua atividade aumenta, também podem haver efeitos 
indiretos em outros substratos. Já foi visto que KASII tem uma relação direta com o ácido 
oleico, porém ela também pode influenciar na concentração de outros ácidos graxos, 
como o ácido palmítico, uma vez que sua função é alongar a cadeia carbônica, e o ácido 
palmítico é um dos seus substratos para realizar essa função.  
Foi possível observar essa relação nos genótipos SAP-1E, SAP-6E, SAP-7E, 
SAP-10E, AMP-10, SN-11, IB-1, IB-3, IB-8, IB-11 no ANO1 e SAP-1E, SAP-5E, SAP-
6E, SN-4, SN-11 no ANO2, em que há aumento na expressão de KASII e no teor de ácido 
oleico e diminuição no teor de ácido palmítico (Figuras 18, 21, 22, 23, 27, 29, 30, 19,  31, 
32,  33A e 33B), ou seja, KASII está valendo-se de 16:0-ACP para alongar a cadeia 
carbônica produzindo 18:0-ACP o que, consequentemente, aumenta o teor de oleico e 
diminui o de palmítico. O contrário também pode ser observado em AMP-8 no ANO1 e 
ANO2 e SAP-7E no ANO2, em que o nível de expressão de KASII diminui, o teor de 
ácido oleico diminui e o teor de ácido palmítico aumenta (Figuras 26, 22, 33A e 33B). 
Neste caso a ação de KASII é menor e menos moléculas de 16:0-ACP sofrem sua ação e 
ficam disponíveis para a FatB, que irá liberar 16:0 e ACP, aumentando o teor de ácido 
palmítico. 
 A relação de KASII com o ácido palmítico não pode ser observada em alguns 
genótipos porque outras enzimas estão envolvidas neste processo, principalmente KASI 
e FatB. Os frutos de macaúba estão em constante síntese de óleo e os níveis de expressão 
de FatA e KASII são superiores a expressão dos demais genes, o que leva ao aumento de 
ácido oleico ao longo do tempo. Portanto o teor de ácido palmítico, pode não estar 
relacionado apenas ao aumento da expressão de KASII, mas também a KASI e FatB que 
são down-regulados ou menos expressos ao longo do período analisado. 
FatB é responsável por hidrolisar 16:0-ACP liberando 16:0 e ACP, quanto maior 
sua atividade maior 16:0 livre e menos substrato 16:0-ACP estará disponível para KASII, 
consequentemente menos ácido oleico será produzido. Diante deste conceito, AMP-8 no 
ANO1 e ANO2 apresentou baixo teor de ácido oleico, alto teor de ácido palmítico e 
aumento no nível de expressão de FatB, enquanto SAP-1E, SAP-6E, SAP-7E, SAP-10E, 
AMP-5, AMP-10, SN-4, SN-11, IB-1, IB-3, IB-8 e IB-11 no ANO1 e SAP-5E, SAP-6E, 
SN-4, SN-11 no ANO2 tiveram alto teor de ácido oleico, baixo teor de ácido palmítico e 
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diminuição no nível de expressão de FatB (Figuras 18, 21, 22, 23, 25, 27, 28, 29, 30, 19, 
31, 32, 33A e 33B). Alguns genótipos apresentaram aumento no teor de ácido palmítico 
e aumento no teor de ácido oleico, neste caso o aumento de ácido oleico não está 
relacionado a expressão de FatB, mas sim ao aumento da expressão de KASII e FatA.  
 A FAD2 insere uma insaturação em 18:1 transformando-o em 18:2, portanto a 
sua atividade poderia estar relacionada aos níveis de ácido oleico no óleo do mesocarpo 
de macaúba, porém, de acordo com os dados esta relação só pode ser comprovada nos 
genótipos SAP-1D, SAP-2D, SAP-3D, SAP-6E, SAP-10E, AMP-1, AMP-8, SN-4, SN-
11, IB-1, IB-8 e IB-11 no ANO1 e SAP-1D, SAP-2D, SAP-3D, SAP-1E, SAP-5E, AMP-
1, AMP-8, IB-1, IB-3, IB-8 e IB-11 no ANO2, em que FAD2 foi down regulada, assim 
como o nível de expressão foi baixo em T2 e T3, havendo um aumento na proporção de 
ácido oleico e diminuição do ácido linoleico (Figuras 15-32, 33A e 33B). Em alguns 
genótipos a proporção de ácido oleico aumenta ao longo do desenvolvimento dos frutos, 
e com isso os níveis de expressão de FatA e KASII são sempre superiores aos níveis de 
expressão de FAD2, portanto mesmo que haja aumento de ácido linoleico, e FAD2 seja 
up regulado, os níveis de ácido oleico não diminuíram. 
 Outra enzima que pode estar relacionada com a concentração de ácido linoleico é 
a FAD3, que adiciona uma dupla ligação no ácido linoleico e produz ácido linolênico. 
SAP-1E no ANO1 e SAP-10E e IB-3 no ANO2 apresentaram diminuição de ácido 
linolênico e aumento de ácido linoleico, diminuição na expressão de FAD3 (Figuras 23, 
19, 33A e 33B). Este fato não pode ser observado na maioria dos genótipos porque o 
mesocarpo encontra-se em desenvolvimento e frequente síntese de óleo, a diminuição de 
ácido linoleico, que foi observada na maioria dos genótipos, ocorreu não devido ao 
aumento na expressão de FAD3, mas sim, a diminuição na expressão de FAD2. 
Os dados demonstram a importância da expressão de cada gene no teor do 
substrato final, como FatA e KASII como estão diretamente relacionados com a 
concentração de ácido oleico, FatB e KASI com o ácido palmítico, FAD2 com o ácido 
linoleico e FAD3 com o ácido linolênico. Apesar de não ser possível observar 
evidentemente como cada gene atua, foi constatado as suas funções e importância para a 
biossíntese de ácidos graxos na composição do óleo do mesocarpo de macaúba durante 
sua maturação. Fornecendo informações valiosas de possíveis perfis de ácidos graxos do 
óleo do mesocarpo que podem ser encontrados e dando margem para estudos mais 
aprofundados buscando maneiras para melhorar as propriedades do óleo da polpa, que 
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pode ser matéria prima diversas tipos de indústria, usando métodos genéticos e 
transgênicos. 
 
4.5.2 Endosperma 
 O teor de óleo do endosperma de frutos de macaúba não apresentou variação 
significativa ao longo dos últimos quatro meses de variação, a variação no perfil de ácidos 
graxos foi sutil, podendo indicar que a biossíntese de ácidos graxos no endosperma não 
está tão ativa quanto na polpa, em que as mudanças foram mais evidentes.  
 Os ácidos graxos com mais destaque foram o láurico (C12:0) e oleico (C18:1), 
seguidos de mirístico (C14:0), palmítico (C16:0) e linoleico (C18:2), considerando os 
genes analisados no óleo do mesocarpo também possuem influência nessas proporções, 
foram investigadas as suas atividades no óleo do endosperma. 
 Como visto anteriormente, os genes FatA e KASII tem alta afinada pelo substrato 
C18:1 e podem ser um dos principais agentes que interferem na concentração final desse 
ácido graxo. Corroborando a essa hipótese, o nível de expressão desses genes 
acompanhou a proporção de ácido oleico em cada genótipo. Por exemplo, em SAP-1E, 
SAP-5E, AMP-10, IB-11 (Figuras 17D, 17E, 17L, 17R) a concentração de C18:1 
aumentou ao longo da maturação dos frutos, assim como FatA e KASII foram up-
regulados (Figuras 18A e 18B), já em SAP-1D e AMP-1 no ANO1 e 2, SAP-6E e IB-8 
no ANO1, SAP-2D, SAP-10E e IB-3 no ANO2 esses mesmos genes foram down-
regulados e os níveis de C18:1 diminuíram, fatos presenciados nos dois anos de coleta 
(Figuras 17A, 17I, 17F, 17Q, 18A e 18B). 
 Já KASI é a enzima responsável pelo alongamento de 4:0-ACP para 16:0-ACP, 
como o óleo do endosperma acumula mais ácido láurico (C12:0), provavelmente esta 
enzima tenha maior afinidade por 12:0 na biossíntese de ácidos graxos do endosperma. 
Em todos os genótipos a regulação da expressão desse gene acompanhou os níveis de 
ácido láurico, que aumentou com a maturação dos frutos em SAP-1D, SAP-6E e IB-8 no 
ANO1 e SAP-2D, SAP-3D, SAP-10E, AMP-1, AMP-5 e IB-3 no ANO2 (Figuras 17A, 
17B, 17C, 17F, 17H, 17I, 17J, 17O, 17P, 18A e 18B) e diminui em SAP-1E, SAP-6 no 
ANO1 AMP-10 no ANO2 (Figuras 17D, 18L, 18A e 18B). 
 Outra enzima que pode atuar na formação do ácido láurico é a FatB, que catalisa 
a terminação do alongamento das cadeias carbônicas, elas hidrolisam o acil-ACP 
formando ácidos graxos livres. A influência de FatB sobre o substrato lauroil-ACP já foi 
comprovada por Voelker et al. (1992) e Voelker (1996). A partir dos dados obtidos foi 
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possível perceber essa relação, conforme os níveis de ácido láurico aumentaram FatB foi 
up regulado em SAP-1D, SAP-6E, IB-8   no ANO1 e SAP-2D, AMP-1, IB-3 no ANO2 
(Figuras 17A, 17F, 17Q, 17B, 17I, 17P, 18A e 18B). O contrário também foi observado 
em SAP-10E no ANO1 (Figuras 17H e 18A). 
 A ação de FAD2, assim como na polpa, também está relacionada à proporção de 
ácido linoleico, na maioria dos genótipos esse ácido graxo apresentou queda ao longo do 
tempo, assim como a expressão de FAD2 foi down regulado em SAP-1D, SAP-6E, SAP-
7E, AMP-10, IB-1, IB-8 no ANO1 e SAP-1D, SAP-2D, SAP-3D, SAP-1E, AMP-1, 
AMP-5, SN-4, IB-3, IB-8 no ANO2 (Figuras 17A, 17B, 17C, 17D, 17F, 17G, 17I, 17J, 
17L, 17M, 17O, 17P, 17Q, 18A e 18B). Mas, em alguns casos o nível de ácido linoleico 
aumentou, assim como a expressão de FAD2, como em AMP-1 e IB-11 no ANO1, SAP-
5E, SAP-7E e AMP-10 no ANO2(Figuras 17I, 17R, 17E, 17G, 17L, 18A e 18B). 
 O ácido linolênico não apresentou muita variação ao longo da maturação dos 
frutos na maioria dos genótipos, logo o gene FAD3 não teve grandes alterações na 
regulação de sua expressão, mas os genótipos SAP-10E, AMP-10, SN-4, IB-3 no ANO1 
e IB-3 no ANO2 foram down-regulados e apresentaram baixo teor de ácido linolênico 
(Figuras 17H, 17L, 17M, 17P, 18A e 18B).  
 Os dados demonstram que o óleo do endosperma não sofreu muitas variações ao 
longo dos últimos quatro meses de maturação e provavelmente a biossíntese dos ácidos 
graxos já estaria em fase final de desenvolvimento, por isso não foi possível observar 
grandes variações de expressão nos genes analisados.  
Também foi possível perceber que os genes se expressam de maneira diferente da 
polpa, o que leva a composição distinta nos dois óleos. No endosperma há predominância 
de ácido láurico, que está presente no mesocarpo em menores quantidades, e 
consequentemente, os genes FatB e KASI foram mais up-regulados no endosperma que 
na polpa. Já no mesocarpo o ácido oleico é o mais concentrado e no endosperma é o 
segundo mais predominante, mas mesmo assim encontramos diferenças, FatA e KASII 
são mais up-regulados na polpa. Já os ácidos linoleico e linolênico são pouco 
concentrados no endosperma e a expressão de FAD2 e FAD3 são pouco evidentes, 
enquanto no mesocarpo eles são down-regulados diminuindo o teor com a maturação do 
fruto. 
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Figura 17. Perfil de ácidos graxos do óleo do endosperma de macaúba para cada genótipo estudado em três 
tempos de maturação do fruto (T1- quatro meses antes do amadurecimento, T2-dois meses antes do 
amadurecimento e T3 – fruto maduro), em dois anos de coleta (ANO1 – 2013 e ANO2 – 2014).  
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Figura 18. Heat map da expressão diferencial de seis genes relacionados à biossíntese de ácidos graxos 
(FAD2, FAD3, FatA, FatB, KASI e KASII) em óleo do endosperma de frutos de macaúba, em 18 genótipos, 
em dois anos 2013 (A) e 2014 (B). 
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5. CONCLUSÕES 
 
Os dados de biometria dos frutos não sofreram variações na fase final do 
desenvolvimento, assim como o teor e composição do óleo do endosperma, que já havia 
completado o seu desenvolvimento. Enquanto o óleo do mesocarpo estava em início de 
biossíntese, com aumento no teor de óleo e modificações no perfil de ácidos graxos, ao 
longo dos últimos quatro meses de maturação.  
A partir desses dados foi constatado que ao final do período de maturação dos 
frutos ocorre a biossíntese de óleo no mesocarpo, havendo aumento no teor de óleo e 
modificações no perfil de ácidos graxos. O que pode ser comprovado nos dados de 
expressão diferencial da polpa, comprovando que o óleo do mesocarpo ainda estava em 
desenvolvimento, havendo grandes variações na expressão dos genes analisados, isto 
permitiu notar como cada gene atua na rota biossintética dos ácidos graxos em macaúba. 
FatA e KASII estão intimamente relacionados com a síntese de ácido oleico, FatB e KASI 
com a produção de ácido palmítico, FAD2 com o ácido linoleico e FAD3 com ácido 
linolênico.  
 Já no endosperma a expressão dos genes foi menos evidente devido ao período de 
desenvolvimento que este tecido se encontrava, provavelmente já havia atingido a 
maturação. Sutis mudanças no perfil de ácidos graxos foram apresentadas, o que permitiu 
identificar o papel dos genes avaliados, FatA, KASII, FAD2 e FAD3 possuem as mesmas 
funções que na polpa, porém FatB e KASI estão relacionados a produção de ácido láurico.  
 Os dados observados permitem identificar a função de cada gene na biossíntese 
de óleo do mesocarpo e do endosperma de frutos de macaúba, divulgando informações 
inéditas para a cultura, o que permite o desenvolvimento de futuros trabalhos que 
busquem compreender a rota metabólica de desenvolvimento de ácidos graxos e 
modificar a composição do óleo do mesocarpo e do endosperma através de alterações 
genéticas.  
 Também foi possível concluir que para melhor aproveitamento de todas as partes 
do fruto é importante esperar que ele complete sua maturação para então ser colhido e 
extraído o óleo, uma vez que o óleo do mesocarpo atinge seu total desenvolvimento 
quando o fruto se encontra maduro e uma colheita precoce pode prejudicar o rendimento 
total de óleo, sobretudo do mesocarpo. Conclusões que irão contribuir para as práticas 
agrícolas que venham a ser desenvolvidas para a macaúba, permitindo apontar melhores 
formas de manejo para a colheita dos frutos. 
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